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RESUMO GERAL 
 
CABRAL, C.M. Fitorremediação por Espécies Arbóreas de solo contaminado com 
herbicida Clomazone: Efeito na Morfologia, Anatomia e Rizosfera. 2012. 59p. 
(Dissertação Mestrado em Ciência Florestal) Universidade Federal dos Vales do 
Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2012. 
 
O crescimento da população mundial ocasiona alta na demanda por alimentos. O processo 
produtivo gera importante montante de resíduos que funcionam como fontes poluidoras de 
água, solo e ar. Anualmente são usados no mundo aproximadamente 2,5 milhões de toneladas 
de agrotóxicos. Dentre estes se encontra o clomazone, do grupo das isoxazolidinonas, um 
inibidor da síntese de carotenóides e altamente lixiviável. De acordo com a problemática 
apresentada objetivou-se com este trabalho verificar a tolerância, por meio de avaliações de 
crescimento, intoxicação, análises anatômicas e de diversidade microbiana do solo, assim 
como a capacidade remediadora de doze espécies florestais nativas. Para montagem do 
experimento foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso com quatro repetições. Foram 
feitas 3 aplicações do herbicida clomazone com intervalos de 20 dias (aos 60, 80 e 100 dias 
após o plantio), cada aplicação foi correspondente à metade da dose comercial de 2 L ha-1. 
Para as avaliações de crescimento foram mensuradas a altura da planta, o diâmetro do caule, o 
número de folhas, a área foliar e o acúmulo de biomassa seca. Para as verificações anatômicas 
foram coletadas 2 folhas de cada planta sempre aos 7 dias após a aplicação do herbicida, nas 
duas primeiras aplicações. Por meio de avaliações micromorfométricas foram medidas na 
secção transversal das folhas das espécies florestais, a espessura e a área ocupada pelos 
tecidos: epiderme adaxial e abaxial, parênquima paliçádico e parênquima lacunoso. Para 
estimativa de intoxicação pelas plantas testadas, avaliou-se o efeito do produto por meio de 
notas de toxicidade. Para verificação de capacidade fitorremediadora das espécies arbóreas 
procedeu-se a semeadura da espécie indicadora sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench.) para 
indicativo do resíduo do herbicida no solo. Posteriormente em amostras de solo provenientes 
do experimento procedeu-se a análise de T-RFLP com intuito de caracterizar a diversidade 
microbiana presente. As espécies florestais sobreviveram à aplicação de clomazone, sendo 
que I. marginata, C. ferrea e S. brasiliensis apresentaram maior tolerância ao herbicida em 
relação às análise de crescimento, seguidas de  S. parahyba, H. serratifolius repetindo-se I. 
marginata para avaliações da integridade anatômica. No entanto, não foi verificado, nas 
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condições do experimento, remediação do solo para a maioria das espécies testadas. Contudo 
plantas de sorgo tiveram crescimento normal quando cultivadas em solo onde antes havia I. 
marginata. Os resultados de T-RFLP confirmaram a diversidade microbiana diferenciada 
associada a rizosfera de I. marginata. 
 
Palavra chave: espécies florestais, T-RFLP, biorremediação, anatomia foliar. 
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GENERAL ABSTRACT 
 
CABRAL, C.M. Arboreal Species for Phytoremediation of soil contaminated with 
Clomazone: Effect on Morphology, Anatomy and rhizosphere. 2012. 59p (Dissertation-
Master of Forest Science). Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, 
Diamantina, 2012. 
 
The world population growth leads to increased demand for food. The production process 
generates a significant amount of residues that work as sources of pollution of water, soil and 
air. Are used worldwide annually approximately 2.5 million tons of pesticides. Among them 
is the Clomazone, the isoxazolidinonas group, an inhibitor of carotenoid synthesis and highly 
leachable. Objective of this work was to verify the tolerance by means of ratings growth, 
intoxication and anatomical analyzes, as well as remediating capacity of twelve native forest 
species. The experiment design was used in a randomized block design with four replications. 
Three applications were made of clomazone at intervals of 20 days (at 60, 80 and 100 days 
after planting), each application was equivalent to half the recommended rate of 2 L ha-1. 
Evaluations of growth were measured plant height, stem diameter, number of leaves, leaf area 
and dry biomass accumulation. For anatomical scans were collected 2 leaves of each plant 
always at 7 days after herbicide application. Through micromorfométricas ratings were 
measured in the cross section of the leaves of this species, the thickness and the area occupied 
by tissues: adaxial and abaxial epidermis, palisade and spongy parenchyma. To estimate of 
intoxication the plants tested, evaluated the effect of the product by means of banknotes 
toxicity. To check phytoremediation capacity arboreal species proceeded the sowing indicator 
species of sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench.) for indication of herbicide residue in the 
soil. Later in soil samples from the experiment was proceeded T-RFLP analysis in order to 
characterize the microbial diversity present. The forest species survived the application of 
clomazone, and I. marginata, C. ferrea and S. brasiliensis showed increased tolerance to the 
herbicide in relation to the analysis of growth, followed by S. parahyba, H. serratifolius 
repeat I. marginata to reviews of anatomical integrity. Not verified soil remediation for most 
species tested, however sorghum plants had normal growth when grown in soil where there 
was I. marginata. Results of T-RFLP analysis confirmed the differential microbial diversity 
associated with rhizosphere I. marginata. 
 
Keyword: forestry species, T-RFLP, bioremediation, leaf anatomy 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 
O ser humano atua diretamente nas transformações do ambiente. Para sua permanência 
no planeta tornou-se necessária a busca por alternativas que potencializem a eficiência na 
produção de alimentos e o desenvolvimento de tecnologias e bens de consumo capazes de 
tornar a vida mais confortável. A necessidade de tornar a produção agrícola no planeta 
proporcional à demanda da população resultou em transformações nas técnicas de plantio 
associadas ao grande e diversificado emprego de fertilizantes e pesticidas, com o intuito, entre 
outros, de minimizar as perdas na produção agrícola. Porém, quando esses insumos são 
empregados em horizonte temporal e em quantidades superiores às recomendadas podem 
ocasionar danos imensuráveis ao meio ambiente (CANUTO et al., 2009). 
O destino dos agrotóxicos no ambiente é governado por processos de retenção (sorção, 
absorção e dessorção), de transformação (degradação química e biológica) e de transporte 
(deriva, volatilização, lixiviação e carreamento superficial), e por interações entre esses 
processos (SPADOTTO, 2006). 
As águas superficiais e subterrâneas, o ar e o solo são principais alvos da 
contaminação. Entretanto, a poluição do solo pode atuar em duas vertentes, uma relacionada à 
poluição pontual e outra à poluição difusa, quando os poluentes do solo atingem as águas 
subterrâneas, por meio da lixiviação, e/ou superficiais, por erosão laminar (PEREIRA, 2009).  
A contaminação do solo por herbicidas é uma realidade, dado o desenvolvimento de 
moléculas com efeito residual longo, que possibilitam o efetivo controle de plantas daninhas 
(PIRES et al., 2003). No entanto, esta característica viabiliza a ocorrência de problemas 
ambientais como carryover e lixiviação das moléculas do herbicida para camadas mais 
profundas do perfil do solo (PIRES et al., 2003), principalmente pela aplicação excessiva. 
O herbicida clomazone, pertencente ao grupo das isoxazolidinonas é amplamente 
usado na agricultura nos plantios de soja, cana-de-açúcar, fumo, arroz-irrigado, algodão e 
mandioca (RODRIGUES &ALMEIDA, 2005; NODIN et al., 2001). Trata-se de um herbicida 
eficiente e solúvel em água (RODRIGUES & ALMEIDA, 2005; WARE, 2003). A 
solubilidade do clomazone é de 1100mg/L e sua meia vida no ambiente pode ultrapassar 120 
dias (TOMLIN, 2006; ZANELLA et al., 2008) em função do tipo de compartimento solo 
(KIRKSEY et al., 1996). Dessa forma, esse herbicida apresenta potencial para deslocamento 
no ambiente e, conseqüentemente para intoxicação a organismos não alvos. Nos ambientes 
contaminados com clomazone, as plantas podem apresentar distúrbios fisiológicos e 
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nutricionais (PAIVA et al., 2002; ANDRADE, et al., 2004; SHARMA & DUBEY, 2005; 
BROADLEY et al., 2007). Algumas espécies, nestas condições apresentam certa tolerância 
(HALL, 2002) à presença destes resíduos. É provável que modificações ambientais 
decorrentes de processo evolutivo tenham conferido tolerância a vários pesticidas (PATRA et 
al. 2004) o que inclui o clomazone. 
No entanto, algumas plantas podem não apresentar sintomas visíveis, sendo 
fundamental a utilização de técnicas de microscopia para detecção de microssintomas que 
podem ser empregados como bioindicadores quanto à presença de poluentes no solo. Assim o 
emprego de microtecnica vegetal para o estudo das alterações micromorfológicas provocadas 
por poluentes tem se mostrado de extrema importância para o diagnostico de injúrias 
microscópicas, e também para a compreenção dos mecanismos de fitotoxidade (SOIKKELI, 
1981).  
 Os mecanismos envolvidos no processo de tolerância de plantas a herbicidas são 
diversos e variados, podendo ser resultantes de modificações como a translocação diferencial 
de compostos orgânicos para outros tecidos da planta, com imediata volatilização, ou da 
degradação parcial ou completa, com transformação em compostos menos tóxicos 
combinados e/ou ligados nos tecidos das plantas (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000) nos 
remetendo a processos de fitorremediação.  
A fitorremediação versa sobre a capacidade que algumas espécies vegetais possuem de 
retirar compostos tóxicos do ambiente (solo e água), promovendo sua descontaminação 
(CUNNINGHAM et al., 1996; PIRES et al., 2003), e podem contar ainda com o auxilio de 
sua microbiota associada e amenizantes (corretivos, fertilizantes e matéria orgânica) 
(ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000). Essa técnica representa importante ferramenta para a 
remediação de solos contaminados, uma vez que viabiliza a descontaminação do local, a 
manutenção da atividade biológica, promovendo assim a recuperação da área a baixo custo 
(PIRES et al., 2003). 
A utilização de espécies arbóreas é uma alternativa interessante, uma vez que estas 
plantas em geral têm sistema radicular extenso, produzem alta biomassa, e determinadas 
espécies apresentam ampla variabilidade genética (PULFORD & WATSON, 2003). Tais 
características viabilizam a imobilização das moléculas absorvidas (fitoestabilização) por 
mais tempo em seus tecidos, diminuindo os impactos ambientais destes elementos 
(ACCIOLY & SIQUEIRA 2000; SOARES et al., 2001; PULFORD & WATSON, 2003). São 
poucos os estudos de fitorremediação se valendo de espécies arbóreas. Algumas espécies 
conseguem sobreviver em solo contaminado ainda que apresentando crescimento reduzido em 
3 
 
relação àquelas crescendo em solos não contaminados (DICKINSON et al., 1992; PULFORD 
& WATSON, 2003). Contudo, a falta de relatos referentes a sintomas de toxicidade em 
espécies arbóreas, sugere-se que os mecanismos de tolerância destas plantas lhes permitem 
suportar a contaminação do solo (PULFORD & WATSON, 2003). Reforçando a importancia 
de que mais esforços sejam realizados em estudos de fitorremediação de solos contaminados 
por herbicidas utilizando espécies arbóreas. 
Neste contexto objetivou-se avaliar a tolerância, as modificações na anatomia foliar 
ocasionadas pelo herbicida e o potencial fitorremediador de 12 espécies florestais, a saber: 
Inga marginata Willd, Handroanthus serratifolius (A.H. Gentry) S. Grose, Jacaranda 
puberula Chan, Cedrela fissilis Vell, Calophyllum brasiliense Cambess, Psidium myrsinoides 
Berg, Tibouchina granulosa Cogn, Caesalpinia ferrea Mart ex. Tul, Caesalpinia pluviosa 
DC, Terminalia argentea Mart & Zucc, Schinopsis brasiliensis Eng e Schizolobium parahyba 
(Vell) Blake. Com o intuito de gerar subsídios para projetos de recuperação de áreas 
contaminadas pelo herbicida clomazone, podendo no futuro por meio de plantas 
fitorremediadoras construirmos barreiras rizosféricas em matas ripárias para mitigar a 
chegada deste poluente ás águas superficiais. 
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ARTIGO CIÊNTIFICO I: TOLERÂNCIA AO HERBICIDA CLOMAZONE E 
POTENCIAL FITORREMEDIADOR DE MUDAS DE ESPÉCIES FLORESTAIS. 
 
RESUMO  
 
A alta solubilidade do herbicida clomazone em água pode resultar em lixiviação, ocasionando 
contaminação de mananciais de água subterrânea e cursos d’água, com possível degradação 
de matas ciliares. Esta circunstância pode ser mitigada por meio de processos de 
fitorremediação. Objetivou-se com esse trabalho identificar espécies arbóreas tolerantes ao 
clomazone visando utiliza-las em programas de recuperação de áreas degradadas pelo 
herbicida. Foram avaliadas doze espécies florestais: Inga marginata Willd, Handroanthus 
serratifolius (A.H. Gentry) S.Grose, Jacaranda puberula Chan, Cedrela fissilis Vell, 
Calophyllum brasiliense Cambess, Psidium myrsinoides Berg, Tibouchina granulosa Cogn, 
Caesalpinia ferrea Mart ex. Tul, Caesalpinia pluviosa DC, Terminalia argentea Mart & 
Zucc, Schinopsis brasiliensis Eng e Schizolobium parahyba (Vell) Blake. Foi utilizado o 
delineamento em blocos ao acaso com quatro repetições. Foram feitas 3 aplicações do 
herbicida clomazone com intervalos de 20 dias (aos 60, 80 e 100 dias após o plantio), cada 
aplicação foi correspondente a metade da dose comercial de 2 L ha-1. Foram avaliados a altura 
da planta, o diâmetro do caule, o número de folhas, a área foliar e o acúmulo de biomassa 
seca. Constatou-se que todas as espécies sobreviveram à aplicação de clomazone, contudo I. 
marginata, C. ferrea e S. brasiliensis apresentaram maior tolerância ao herbicida, 
demonstrando potencial para o uso em programas de fitorremediação de áreas contaminadas 
pelo clomazone. 
 
Palavras-chave: biorremediação, xenobióticos, espécies arbóreas  
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ABSTRAT 
 
The high solubility of the herbicide clomazone in water can result in lixiviation, causing 
contamination of underground water sources and waterways, with possible degradation of 
riparian areas. This condition can be mitigated through processes of Phytoremediation. The 
objective of this work to identify tree species tolerant to clomazone in order to use them in the 
restoration of degraded by the herbicide. Was evaluated twelve forest species: Inga marginata 
Willd, Handroanthus serratifolius (AH Gentry) S.Grose, Jacaranda puberula Chan, Cedrela 
fissilis Vell, Calophyllum brasiliense Cambess, Psidium myrsinoides Berg, Tibouchina 
granulosa Cogn, Caesalpinia ferrea ex Mart. Tul, Caesalpinia pluviosa DC, Terminalia 
argentea Mart & Zucc, Schinopsis brasiliensis Eng and Schizolobium parahyba (Vell) Blake. 
Was used a randomized block design with four replications. The herbicide applications was 
made at intervals of 20 days (60, 80 and 100 days after planting), each application was 
equivalent to half the recommended rate of 2 L ha-1. Was evaluated the plant height, stem 
diameter, leaf number, leaf area and biomass accumulation. It was found that all species 
survived the application of clomazone, however I. marginata, C. ferrea and S. brasiliensis 
showed increased tolerance to the herbicide, showing potential for use in phytoremediation 
programs of the herbicide clomazone. 
 
Key words: bioremediation, xenobiotics, arboreal species  
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1 INTRODUÇÃO 
 
No setor agricola os herbicidas se destacam como defensivos importantes, sendo 
alternativa eficaz e economicamente viável (INOUE, et al., 2011) no controle de plantas 
daninhas, fato este demonstrado por sua ampla utilização nos últimos anos . No entanto 
problemas relacionados ao comportamento do herbicida no solo, têm sido evidenciados, 
deixando resíduos com características tóxicas (COBBUCI & MACHADO, 1999) que podem 
ser lixiviados para lençóis freáticos ou contaminar cursos d’água por escoamento, sendo 
necessárias alternativas para mitigação deste tipo de poluente.  
O clomazone, ingrediente ativo do Gamit®, um importante herbicida empregado nas 
culturas do arroz irrigado, soja, milho, fumo, algodão, cana-de-açúcar e mandioca (MAPA, 
2012) é aplicado em pré-emergência no controle de várias espécies de plantas daninhas, 
apresentando moderada persistência no solo. No entanto é altamente solúvel em água (1100 
mg L-1 a 25 °C) o que lhe confere maior poder tóxico quando em presença de água abundante 
(ESTEVEZ et al., 2008). Assim as propriedades da molécula de clomazone indicam elevado 
potencial de deslocamento no ambiente junto à lâmina de água durante a irrigação e a 
drenagem, podendo ocasionar intoxicação às plantas sensíveis à jusante dos locais de 
aplicação. 
O período de permanência de um herbicida varia com a adsorção, lixiviação, 
degradação e transformação química ou biológica e ainda mediante absorção e decomposição 
pelas plantas (LOUX et al., 1989). Esses fatores regulam a concentração e o fluxo das 
moléculas desses compostos na solução do solo (LOUX, et al., 1989). Clomazone pertence ao 
grupo químico das isoxazolidinonas, e age inibindo a biossíntese de carotenóides (KRUSE, 
2001) sendo absorvido pelo meristema apical da planta (preferencialmente pela raiz) 
(FERHATOGLU et. al., 2006).  
Ao uso da vegetação in situ para o tratamento de solos contaminados, intitula-se 
fitorremediação. Esta técnica proporciona vantagens, que devem ser apreciadas, podendo 
antecipar a liberação de áreas para o plantio de espécies vegetais não tolerantes a um 
determinado composto (PROCÓPIO et al., 2008). Dentre as técnicas de remediação, a 
fitoextração e a fitoestimulação têm se destacado. Na fitoextração ocorre a absorção do 
poluente pelo sistema radicular da planta, este é então fitocompartimentalizado, 
fitovolatizado, fitoexsudado ou fitodegradado (SUSARLA, et. al., 2002). Na fitoestimulação, 
a planta exsuda no solo substâncias que impulsionam determinada microbiota a metabolizar o 
xenobiótico (rizodegradação) (SANTOS et. al., 2007). Assim com a possibilidade de 
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tratamento de grandes áreas a um baixo custo (TANDY et al., 2004), ao mesmo tempo que se 
melhora a estética do ambiente, o uso de plantas que atuam como despoluidores tem 
despertado interesse crescente ( ASSIS et. al., 2010). 
A fitorremediação utilizando espécies arbóreas é uma alternativa para a reabilitação de 
áreas degradas contaminadas por herbicidas, uma vez que, em geral, produzem alta biomassa 
e sistema radicular extenso (PULFORD & WATSON, 2003). Estudos de fitorremediação de 
áreas contaminadas por herbicidas utilizando-se espécies arbóreas são escassos, sendo 
necessário a busca por informações sobre o comportamento destas plantas, a fim de fornecer 
subsídios para projetos de recuperação se valendo destas espécies normalmente 
predominantes em matas ciliares, constituindo assim uma barreira à chegada dos produtos aos 
cursos hídricos. 
Diante do exposto objetivou-se avaliar a tolerância de doze espécies florestais ao 
herbicida clomazone, com vistas à fitorremediação, visando utilizá-las em programas de 
recuperação áreas contaminadas por esse herbicida.  
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetação pertencente ao 
Laboratório de Plantas Daninhas do Departamento de Agronomia da Universidade Federal 
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri-UFVJM. Foi utilizado o delineamento em blocos ao 
acaso com quatro repetições. As espécies selecionadas para avaliação foram: Inga marginata 
Willd (Fabaceae), Handroanthus serratifolius (A.H. Gentry) S.Grose (Bignoniaceae), 
Jacaranda puberula Chan (Bignoniaceae), Cedrela fissilis Vell (Meliaceae), Calophyllum 
brasiliense Cambess ( Calophyllaceae) , Psidium myrsinoides Berg (Myrtaceae), Tibouchina 
granulosa (Desr.) Cogn (Melastomataceae), Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul (Fabaceae), 
Caesalpinia pluviosa DC (Fabaceae), Terminalia argentea Mart & Zucc (Combretaceae), 
Schinopsis brasiliensis Eng (Anacardiaceae) e Schizolobium parahyba (Vell.) Blake, 
(Fabaceae). As mudas utilizadas foram adquiridas no Horto do Instituto Estadual de Florestas 
(IEF) de Diamantina- MG e cultivadas em vasos com capacidade volumétrica de 5 dm3 com 
área de 0, 0314 m2, preenchido com substrato devidamente adubado.  
O substrato utilizado foi composto por amostra de latossolo vermelho- amarelo 
(EMBRAPA, 2006), coletado na camada de 0-20 cm, em área não cultivada e, portanto sem 
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histórico de aplicação de herbicida, cuja caracterização fisico- química encontra-se na Tabela 
1. 
 
Tabela 2-Composição físico-química de um latossolo- vermelho amarelo na camada de 0-20 
cm utilizado no experimento. 
Análise Granulométrica (dag kg -1) 
 Areia  Silte Argila  
38 6 56 
Análise Química 
pH  P  k Ca  Mg  Al  H+Al  SB  t  T  m  V  M.O. 
H2O mg/dm2 cmolc/dm3 % dag/kg 
6,1 0,7 25 1,7 0,5 0 3,7 2,3 2,3 6 2 38 1 
Análises realizadas no Laboratório de Fertilidade do Solo do Departamento de Agronomia da Universidade 
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri- UFVJM. 
 
 Foram feitas 3 aplicações do herbicida clomazone com intervalos de 20 dias (aos 60, 
80 e 100 dias após o plantio), cada aplicação foi correspondente a metade da dose comercial 
de 2 L ha-1, na intenção de simular a lixiviação do herbicida a jusante da área de aplicação, 
uma vez que ele não chega em sua totalidade ao lençol freático. As aplicações foram 
efetuadas com auxilio de micropipeta com ajuste manual, diretamente em pratos de contenção 
de água colocados sob os vasos, com o intuito de simular a absorção de água pela raiz a partir 
de um lençol freático contaminado pelo herbicida (Figura 1). Para a irrigação durante toda a 
condução do experimento a água foi depositada nos pratos de contenção, sendo fornecida à 
planta por capilaridade, mantendo a umidade no substrato próxima de 80% da capacidade de 
campo.  
 
Figura 1- Desenho esquemático das partes constituintes da unidade amostral utilizada no 
experimento. 
Aos 100 dias após a primeira aplicação do herbicida, foram avaliados a altura da 
planta (AP), medida com o auxilio de uma régua, desde o colo da planta até a inserção da 
última folha, o diâmetro do caule (DC) medido com o auxilio de um paquímetro a dois 
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centímetros do nível do solo, o número de folhas (NF) e a área foliar (AF). Para a 
determinação da área foliar, foi realizada a digitalização do limbo em scanner de mesa 
acoplado ao computador, e analisadas com o auxilio de software de processamento de 
imagem e medição avançada ANATI QUANTI 2.0. Além disso, todo o material vegetal foi 
colhido, separado em raízes, caules e folhas sendo posteriormente desidratados em estufa de 
circulação forçada de ar, a 65º C, até atingir massa constante para a determinação da massa 
seca. Para as medidas de peso seco foi empregada uma balança de precisão. 
Os dados obtidos foram transformados em porcentagem em relação à testemunha, uma 
vez que se trata de espécies diferentes e, portanto com características de desenvolvimento 
distintas. Posteriormente procedeu se a análise de variância e as médias, quando 
significativas, foram agrupadas segundo o critério Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A análise de crescimento das doze espécies submetidas ao herbicida clomazone 
revelou diferenças significativas nas variáveis: diâmetro do caule (DC), altura de plantas 
(AP), número de folhas (NF) e área foliar (AF) de em média 70,8% das espécies testadas 
(Tabela 2).  
 
Tabela 3- Altura de planta (Alt %), diâmetro do caule (DC %), número de folhas (NF %), e 
área foliar de plantas submetidas a aplicação do herbicida Clomazone comparadas a sua 
respectiva testemunha (100%). 
Espécies Alt % DC % AF % NF %   
Inga marginata 113,26 a 94,07 b 72,94 a 106,50 b 
Handroanthus serratifolius 92,04 b 89,09 b 48,54 b 71,43 b 
Jacaranda puberula 110,05 a 115,43 a 83,23 a 245,83 a 
Cedrela fissilis 89,01 b 110,06 a 89,18 a 66,00 b 
Calophyllum brasiliense 112,90 a 95,89 b 70,59 a 75,00 b 
Psidium mirsinoides 88,78 b 79,34 b 40,65 b 65,34 b 
Tibouchina glandulosa 91,53 b 92,84 b 89,01 a 112,16 b 
Caesalpinia ferreo 86,23 b 97,93 b 60,48 b 251,40 a 
Caesalpinia pluviosa 83,21 b 113,99 a 40,59 b 84,78 b 
Terminalia argentea 73,46 b 88,65 b 30,94 b 24,39 c 
Schinopsis brasiliensis 83,64 b 105,56 a 79,56 a 127,30 b 
Schizolobium parahyba 93,77 b 120,48 a 79,49 a 58,33 b 
CV% 20,00 17,31 37,64 82,67 
* Medidas seguidas de mesma letra minúscula na coluna não diferem entre se pelo teste de Scott knott a 5% de 
probabilidade.  
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A AP da maioria das espécies foi moderadamente reduzida pela aplicação do 
herbicida, sendo a espécie T. argentea a mais afetada negativamente pela aplicação do 
herbicida apresentando queda de crescimento de 26,7% em altura ( Figura 2-A). No entanto I. 
marginata, J. puberula e C. brasiliense apresentaram incremento significativo (p<0,05) de 
12% em média para AP (Tabela 2). Contudo, esta característica isolada não reflete um melhor 
desenvolvimento, pois, freqüentemente o aumento da altura não acompanhado do aumento no 
diâmetro do caule pode afetar a sustentação da parte aérea e o investimento em ramos laterais, 
por enfraquecer o vigor do caule (STEINGRAEBER, 1982). 
 
 
Figura 2- Altura e número de folhas das espécies: Terminalia argentea (A), Inga marginata 
(B), Psidium myrsinoides (C), Caesalpinia ferrea (D), Tibouchina granulosa (E) e Schinopsis 
brasiliensis (F). Plantas a esquerda de cada foto correspondem à testemunha e sua respectiva a 
direita planta submetida ao herbicida.  
Para a variável DC, foram atingidas negativamente as espécies H. serratifolius, C. 
brasiliense, P. myrsinoides, C. ferrea, e T. argentea com redução média de 8,9%. Em C. 
fissilis, C. pluviosa, S. brasiliensis e S. parahyba constatou- se o incremento do diâmetro, no 
entanto não acompanhado do aumento em altura. S. parahyba apresentou incremento no DC e 
manteve o crescimento em altura próximo ao observado na testemunha. Em I. marginata 
observou-se tendência a redução do diâmetro sem significância estatística, acompanhado de 
13 
 
crescimento em altura, já J. puberula  apresentou acréscimo em ambas variáveis mencionadas 
(Tabela 2). Um maior DC sugere maior disponibilidade de fotoassimilados mobilizados pela 
parte aérea (SCALON et al., 2001), denotando potencial da muda quanto à sobrevivência, 
crescimento e maior adaptabilidade, pela alta capacidade de formação e crescimento de novas 
raízes (SCALON et al., 2002) 
O (NF) das espécies foi afetado pela aplicação do herbicida, sendo a espécie T. 
argentea a mais afetada negativamente com redução de 75,6% no NF (Tabela 1) (Figura 2 A), 
acompanhada de S. parahyba, P. myrsinoides (Figura 2 C), C. brasiliense, C. fissilis e H. 
serratifolius com decréscimo médio (p<0,05) de 32,7%. Já nas espécies J. puberula e C. 
ferrea verificou-se acréscimo de em média 148,6% (Tabela 1)(Figura 2 D), o que denota uma 
medida drástica em resposta ao estresse provocado pelo herbicida, o mesmo mas em menor 
grau, foi observado para as espécies I. marginata, T. granulosa e S. brasiliensis com 
incremento de 15,3% em média no NF (Tabela 1)(Figura 2 B, E e F).O aumento no número 
de folhas pode ser devido a alterações do estímulo no metabolismo da planta. 
Estudos recentes demonstram que o número de folhas produzida pela planta é 
determinada por uma alocação de recursos numa relação de compensação (LONNIE, 2012), 
ou seja, espécies que produzem folhas com menor massa, as produzem em maior quantidade 
por unidade de planta, envolvendo uma relação de escala proporcional. Ter folhas menores 
proporciona maior “intensidade foliar” (MILLA & REICH, 2011). O mesmo ocorre em 
plantas diferentes dentro de uma mesma espécie (AARSSEN, 2012). A produção de mais 
folhas gera um maior “banco de gemas”, ou seja, mas meristemas axilares por planta 
(WHITMAN & AARSSEN, 2010) estarão disponíveis para a implantação estratégica, por 
exemplo, na expressão da plasticidade arquitetura/crescimento (incluindo intensidade de 
ramificação), ou como uma “reserva” para a sobrevivência e compensação após a perda de 
tecido para herbívoros ou distúrbio (LONNIE, 2012).   
A área foliar destaca-se dentre os parâmetros de crescimento uma vez que está ligada a 
interceptação, absorção da luz e capacidade fotossintética (SEVERINO et al., 2004), além de 
trocas gasosas entre a planta e o ambiente (PEREIRA et al., 1997). Todas as espécies testadas 
foram afetadas negativamente pela aplicação do herbicida clomazone. H. serratifolius, P. 
myrsinoides, C. pluviosa e T. argentea apresentaram os maiores índices de redução da AF, 
seguida de redução do NF, o que limita a área de absorção luminosa comprometendo o 
aparato fotossintético (Tabela 1). O mesmo ocorreu para as demais espécies com exceção de 
I. marginata, , T. granulosa, S. brasiliensis, J. puberula e C. ferrea que apesar de terem a AF 
reduzida, apresentaram um aumento significativo no NF, o que parece ser um estratégia de 
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compensação para manter a taxa fotossintética (Tabela 1). No entanto J. puberula e C. ferra 
apesar de aumentar em 1,5 vezes o número de folhas apresentaram decréscimo na AF em 
cerca de 30%. A diminuição da área foliar é uma resposta precoce à menor expansão celular, 
atenuando a superfície exposta ao sol, deixando a planta menos sujeitas a transpiração e 
aumento de temperatura (KLICH, 2000). 
Quanto a biomassa seca das plantas, verificou-se que o acúmulo de MSF foi 
significativamente afetada pela ação do herbicida clomazone (Tabela 3), com redução média 
de 38,4%, para a maioria das espécies. Corroborando resultados obtidos para AF, destacou-se 
negativamente T. argentea com redução de 71,2% em MSF. Contudo em C. ferrea e S. 
brasiliensis houve acréscimo no acúmulo MSF em conformidade com dados de NF. 
 
Tabela 4– Massa seca de folha (MSF %), massa seca de raiz (MSR %), massa seca de caule 
(MSC %) e massa seca total (MST %) de plantas submetidas ao herbicida clomazone 
comparadas a sua respectiva testemunha (100%) 
Espécies MSF% MSR% MSC% MST% 
Inga marginata 88,57 b 141,77 a 140,49 a 121,88 a 
Handroanthus serratifolius 44,54 c 82,44 b 80,77 b 74,49 b 
Jacaranda puberula 68,80 c 137,24 a 95,24 b 110,81 a 
Cedrela fissilis 59,62 c 115,66 a 90,15 b 96,66 b 
Calophyllum brasiliense 86,20 b 84,20 b 118,04 a 91,82 b 
Psidium mirsinoides 37,49 c 68,42 b 50,37 b 49,76 c 
Tibouchina glandulosa 93,65 b 88,25 b 95,78 b 91,29 b 
Caesalpinia ferreo 148,86 a 128,04 a 92,85 b 120,25 a 
Caesalpinia pluviosa 40,27 c 90,30 b 74,61 b 78,61 b 
Terminalia argentea 28,71 c 71,36 b 50,75 b 53,18 c 
Schinopsis brasiliensis 135,18 a 125,09 a 85,95 b 113,75 a 
Schizolobium parahyba 67,31 c 85,35 b 156,76 a 146,62 a 
CV% 51,03 27,19 31,87 23,91 
* Medidas seguidas de mesma letra minúscula na coluna não diferem entre se pelo teste de Scott knott a 5% de 
probabilidade.  
 
Em relação à MSC, observou-se que P. myrsinoides e T. argentea foram as mais 
afetadas negativamente, com redução média de 49,4%, seguidas de H.serratifolius, C. ferrea e 
S. brasiliensis, afetadas em menor grau. Contudo I. marginata, C. brasiliense e S. parahyba 
tiveram incremento 38,4% para esta variável (Tabela 3). MSR foi moderadamente afetada 
pela aplicação do herbicida, percebendo incremento em I. marginata, J. puberula, C. fissilis, 
C. ferra e S. brasiliensis de 29,6% e  redução média  30,1% para P. myrsinoides e T. argentea 
seguidas das demais espécies (Tabela 3). A qualidade do sistema de raízes de uma planta 
reflete diretamente sua sobrevivência no campo (MAFIA et al., 2005). Em termos de 
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adaptação, o desequilíbrio no órgão pode ser danoso, visto que mudas com sistema radicular 
bem desenvolvido tem maiores chances de sobrevivência (LIMA et al., 2008). 
As alterações em relação a biomassa supra citadas  determinaram modificações da 
massa seca total (MST), observando-se incremento para I. marginata, J. puberula, C. ferra, S. 
brasiliensis e S. parahyba, em média 23,4% frente à contaminação pelo clomazone (Tabela 
3). O mesmo não foi observado para as demais espécies, que em geral foram afetadas 
negativamente, com redução média de 23,4% (Tabela 3). 
Os resultados encontrados evidenciam a intoxicação provocada pelo herbicida 
clomazone às espécies florestais, a redução da altura, da área foliar e do acúmulo de biomassa 
seca, tanto da parte aérea como das raízes, são decorrentes das alterações no processo 
fotossintético (BOHRA & DOERFFLING, 1993). Isso ocorre uma vez que o herbicida atua 
indiretamente no processo da fotossíntese, inibindo a enzima deoxixilulose fosfato sintase 
(DXP sintase), responsável pela síntese de isoterpenóides, precursores básicos dos 
carotenóides (FERHATOGLU et al., 2006) que possuem a função de proteção da clorofila à 
fotooxidação. A luminosidade potencializa os efeitos do herbicida, prejudicando a adaptação 
das espécies à luz, fato importante principalmente na fase juvenil por condicionar 
modificações morfogenéticas e fisiológicas na sua estrutura e função (SULTAN, 2003), 
constituindo fator primordial para o sucesso ou não do estabelecimento de espécies dentro de 
uma floresta. 
Verificou-se para as condições do experimento que todas as espécies sobreviveram à 
presença da molécula clomazone. Contudo observou-se que , T. argentea, P. myrsinoides, H. 
serratifolius apresentaram os piores resultados em decorrência da aplicação do herbicida, com 
reduções significativas (p<0,05) em praticamente todos os parâmetros. Este resultado permite 
afirmar que estas espécies são sensíveis a presença do herbicida, devendo-se ter cuidado ao 
ser usadas na recuperação de áreas degradas por esta molécula. Em outra situação, o produto 
deve ser menos indicado em áreas onde tais espécies sejam protegidas em mata ciliar ou 
outros fragmentos florestais à jusante dos campos de aplicação. 
I. marginata, C. ferrea, e S. brasiliensis exibiram os melhores resultados em relação a 
tolerância ao herbicida. I. marginata, apesar de leve tendência a redução da AFT e MSF, 
manteve os padrões para as demais medidas, com incremento significativo em MSR e MSC, 
parâmetros importantes na sobrevivência em campo (MAFIA et al., 2005). I. marginata pode 
ter sido favorecida, uma vez que pertence a família Leguminosae, notável por sua associação 
com bactérias fixadoras de nitrogênio, ideal a ocupação de ambientes pobres em nutrientes e 
em regeneração (FARIA et al., 2006) sendo freqüentemente associada a florestas ripárias 
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(RIBEIRO & LIMA, 2009). C. ferrea também uma Leguminosae, apesar da tendência a 
redução da AF, foi bem sucedida em sua estratégia de aumento NF, sustentando a capacidade 
de manter, nestas condições, a taxa de crescimento quando comparada à testemunha, seguida 
por S. brasiliensis, esta inclusive incluída na Lista Oficial de Flora Ameaçada de Extinção na 
categoria de vulnerável (SNIF, 2012).  
As espécies supracitadas se destacaram por conservar características semelhantes à 
planta controle mesmo em condição de estresse, indicando maior potencial para a continuação 
dos estudos de fitorremediação do herbicida clomazone. 
 
4 CONCLUSÃO 
 
O herbicida clomazone afetou negativamente em maior ou menor grau a maioria das 
espécies florestais testadas em relação às avaliações de crescimento. No entanto Inga 
marginata, Caesalpinia ferrea e Schinopsis brasiliensis se destacaram por tolerar os efeitos 
do herbicida clomazone, mantendo condições de integridade da espécie, apresentando assim 
potencial para fitorremediação em programas de recuperação de áreas contaminadas por este 
herbicida. 
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ARTIGO CIENTÍFICO II: EFEITO DO HERBICIDA CLOMAZONE NA 
ANATOMIA FOLIAR DE ESPÉCIES ARBÓREAS NATIVAS 
 
RESUMO 
 
O herbicida clomazone é altamente solúvel em água, fato que aumenta os riscos de lixiviação, 
acarretando contaminação de mananciais de água subterrâneas e cursos d’água, atingindo 
organismos não alvos, com possível degradação de matas ciliares. Objetivou-se neste trabalho 
investigar as modificações anatômicas do tecido foliar de doze espécies arbóreas nativas do 
Brasil, cultivadas em solo contaminado por clomazone, com o intuito de caracterizar 
microscopicamente danos foliares causados pelo herbicida, bem como investigar se os danos 
estruturais precedem aos danos visuais. Por meio de avaliações micromorfométricas, foram 
medidas em secção transversal das folhas das espécies florestais, a espessura e a área ocupada 
pelos tecidos: epiderme adaxial e abaxial, parênquima paliçádico e parênquima lacunoso. 
Constatou-se que todas as espécies foram afetadas pela presença do pesticida no solo, sendo a 
variável com maiores alterações negativas o parênquima lacunoso. Contudo I. marginata, S. 
parahyba e H. serratifolius apresentaram maior tolerância ao herbicida, demonstrando 
potencial para estudos sobre o mecanismo pelo qual estas plantas exercem tal tolerância. De 
modo geral os resultados obtidos permitem afirmar que as espécies florestais estudadas 
apresentam alterações relevantes na anatomia foliar em resposta a presença de resíduos do 
herbicida clomazone no solo, mesmo em folhas sem injúrias visíveis. 
 
Palavra chave: anatomia foliar, clomazone, espécies florestais, fitorremediação 
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ABSTRACT 
 
The clomazone is highly soluble in water, which increases the risk of leaching, resulting in 
contamination of sources of groundwater and waterways, affecting non-target organisms, with 
possible degradation of riparian areas. The objective of this work was to investigate the 
anatomical modifications of the leaf tissue of twelve tree species native to Brazil, grown in 
soil contaminated by clomazone, in order to characterize microscopically leaf damage caused 
by the herbicide, and investigate whether the structural damage to precede visual damage 
Through micromorfométricas ratings were measured in the cross section of the leaves the 
forest species were the thickness and the area occupied by tissues: adaxial and abaxial 
epidermis, palisade and spongy parenchyma. It was verified that all species were affected by 
the presence of the pesticide in the soil, and the variable with the largest negative changes 
spongy parenchyma. However I. marginata, S. parahyba and H. serratifolius higher tolerance 
to herbicide, demonstrating potential for studies of the mechanism exerted by these plants to 
make such tolerance. No geral, os resultados revelaram que as espécies florestais estudadas 
mostram alterações significativas na anatomia da folha, em resposta à presença de resíduos de 
herbicida clomazone no solo, mesmo em folhas sem lesões visíveis. 
 
Keyword: leaf anatomy, clomazone, forestry species 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A contaminação ambiental em decorrência do uso de herbicidas em práticas agrícolas 
constitui um problema mundial. No Brasil, mais especificamente na região sul, tem sido 
frequentemente registrada contaminação ambiental por uso de clomazone (ASPAN, 2011). O 
clomazone, ingrediente ativo do Gamit®, é um importante herbicida empregado em culturas 
como arroz irrigado, soja, milho, fumo, algodão, cana-de-açúcar e mandioca (MAPA, 2012). 
Esse herbicida é aplicado em pré-emergência no controle de várias espécies de plantas 
daninhas, apresentando moderada persistência no solo, no entanto é altamente solúvel em 
água (1100 mg L-1 a 25 °C) o que lhe confere maior poder tóxico quando em presença de água 
abundante (ZANELLA et al., 2008; ESTEVEZ et al., 2008). Tais propriedades da molécula 
de clomazone indicam um elevado potencial de deslocamento no ambiente junto à lâmina de 
água, durante a irrigação e drenagem, podendo ocasionar intoxicação às plantas sensíveis à 
jusante dos locais de aplicação, além de contaminação de lençóis freáticos e cursos d’água. 
Clomazone pertence ao grupo químico das isoxazolidinonas, e age inibindo a 
biossíntese de carotenóides (KRUSE, 2001), É absorvido pelo meristema apical da planta 
(preferencialmente pela raiz), perfazendo o fluxo transpiracional (FERHATOGLU et al., 
2006; SENSEMAN, 2007). Os sintomas de sua presença na planta se manifestam 
principalmente por clorose nos órgãos mais novos (RODRIGUES & ALMEIDA, 2005) 
A observação de sintomas em espécies vegetais presentes no entorno de áreas de 
cultura, pode indicar a ocorrência tanto de espécies tolerantes à presença de poluentes quanto 
de espécies bioindicadoras, ou seja, muito sensíveis (DE TEMMERMAN et al., 2004). 
Entretanto, apesar de haver sintomatologia morfológica que indica a presença de clomazone 
no solo, estudos de métodos de monitoramento da presença do herbicida são escassos, 
incluindo a seleção de espécies bioindicadoras.  
Tendo em vista ainda que plantas são organismos extremamente sensíveis e que 
podem reagir de forma semelhante aos efeitos de diferentes poluentes, apresentando injúrias 
visíveis como necroses e cloroses, além de alterações fisiológicas evidentes, (DE 
TEMMERMAN et al., 2004), dados fundamentados apenas na análise visual podem 
identificar erroneamente a presença do poluente, bem como, subestimar o potencial de cada 
espécie para o biomonitoramento (KARNOVSKY, 1965; SANT’ANNA-SANTOS & 
AZEVEDO, 2007). 
Nesse contexto, microssintomas têm sido empregados como biomarcadores de 
poluição atmosférica, sendo essencial a sua detecção por meio de técnicas de microscopia 
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(SANT’ANA-SANTOS et al., 2006) sendo que análises de micromorfologia foliar tem se 
destacado como ferramenta no pré-diagnóstico de mudanças estruturais em resposta a 
diferentes poluentes. Gupta & Ghouse (1986) já enfatizavam que mudanças estruturais 
ocorridas na epiderme foliar, de certas plantas, teriam potencial no monitoramento da 
amplitude e do grau de poluição ambiental. Em estudos do efeito da deriva do glyphosate em 
eucalipto, caracteres microscópicos foram utilizados como ferramenta na detecção de injúrias 
causadas aos tecidos na presença do pesticida (TUFFI SANTOS et al., 2006). Sant’Anna-
Santos & Azevedo, (2007) evidenciaram que alterações microscópicas precederam aos 
sintomas visuais em Spondias dulcis em resposta ao flúor. Deste modo, fica claro que análises 
microscópicas são fundamentais no auxílio ao diagnóstico precoce de injúrias auxiliando no 
esclarecimento aos mecanismos de ação das moléculas (SILVA et al., 2000; SANT’ANNA-
SANTOS et al., 2006a; SANT’ANNA-SANTOS et.al., 2007; SANT’ANNA-SANTOS & 
AZEVEDO, 2007). 
Diante do exposto objetivou-se investigar as modificações anatômicas do tecido foliar 
de doze espécies arbóreas nativas do Brasil, cultivadas em solo contaminado por clomazone, 
com o intuito de caracterizar microscopicamente danos foliares causados por este herbicida, 
bem como investigar se os danos estruturais precedem aos danos visuais.  
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetação do Laboratório de 
Plantas Daninhas do Departamento de Agronomia da Universidade Federal dos Vales do 
Jequitinhonha e Mucuri-UFVJM. Foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso com 
quatro repetições em esquema fatorial (2 x 12) sendo os fatores, plantas com aplicação de 
clomazone e plantas sem aplicação do herbicida (testemunha), com parcelas subdivididas em 
dois momentos de aplicação. Foram utilizadas mudas de doze espécies florestais: Inga 
marginata Willd, Handroanthus serratifolius (A.H.Gentry) S.Grose, Jacaranda puberula 
Chan, Cedrela fissilis Vell, Calophyllum brasiliense Camb, Psidium myrsinoides Berg, 
Tibouchina granulosa Cogn, Caesalpinia ferrea Mart, Caesalpinia pluviosa DC, Terminalia 
argentea Mart & Zucc, Schinopsis brasiliensis Enge Schizolobium parahyba (Vell) S.F.Black, 
adquiridas no Horto do Instituto Estadual de Florestas (IEF) de Diamantina- MG e cultivadas 
em vasos de  5 dm3 com área de 0, 0314 m2, preenchido com substrato devidamente adubado.  
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O substrato utilizado foi composto por amostra de latossolo vermelho- amarelo 
(EMBRAPA, 2006), coletado na camada de 0-20 cm, em área não cultivada e, portanto sem 
histórico de aplicação de herbicida, cuja caracterização fisico- química encontra-se na Tabela 
1. 
 
Tabela 1 -Composição físico-química de um latossolo- vermelho amarelo na camada de 0-20 
cm utilizado no experimento. 
Análise Granulométrica (dag kg -1) 
 Areia  Silte Argila  
38 6 56 
Análise Química 
pH  P  k Ca  Mg  Al  H+Al  SB  t  T  m  V  M.O. 
H2O mg/dm2 cmolc/dm3 % dag/kg 
6,1 0,7 25 1,7 0,5 0 3,7 2,3 2,3 6 2 38 1 
Análises realizadas no Laboratório de Fertilidade do Solo do Departamento de Agronomia da Universidade 
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri- UFVJM.  
 
Foram feitas 2 aplicações do herbicida clomazone com intervalos entre elas de 20 dias 
(aos 60 e 80 dias após o plantio), sendo cada uma correspondente a metade da dose comercial 
de 2 L ha-1 (MAPA, 2012) a fim de simular a lixiviação do herbicida a jusante da área de 
aplicação, uma vez que ele não chega em sua totalidade ao lençol freático. As aplicações 
foram efetuadas com pipetador de precisão diretamente em pratos de contenção de água 
colocados sob os vasos (Figura 1), com o intuito de simular a absorção de água pela raiz a 
partir de um lençol freático contaminado pelo herbicida. Para a irrigação durante toda a 
condução do experimento a água foi depositada nos pratos de contenção, sendo fornecida à 
planta por capilaridade, mantendo a umidade no substrato próxima de 80% da capacidade de 
campo.  
 
Figura 1- Desenho esquemático das partes constituintes da unidade amostral utilizada no 
experimento. 
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As análises anatômicas foram realizadas em folhas totalmente expandidas (3º nó a 
contar do ápice caulinar), por apresentarem alta atividade metabólica e estrutura anatômica 
definida (FAHL, 1989). Foram realizadas duas coletas, sempre 7 dias após a aplicação do 
herbicida. Definidas com o intuito de que a coleta antecedesse o aparecimento dos primeiros 
sintomas. Este material foi fixado em FAA 70 (5% de formaldeído a 40%; 5% de ácido 
acético glacial e 90% de álcool etílico a 70%) e posteriormente transferidas para etanol 70 GL 
(Gay Lussac). Foram retiradas 2 folhas de cada repetição, do qual foram extraídos fragmentos 
de 0,5 cm2 da região mediana da folha aparentemente sadia, desidratados em série alcoólico-
etílica e incluídos em glicol metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, 
Alemanha). As secções anatômicas foram obtidas em micrótomo rotativo de avanço 
automático (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA). De cada amostra 
foram confeccionadas três lâminas histológicas contendo quinze cortes em cada lâmina; estas 
foram coradas em azul de Toluidina/pH=4,0 (O’BRIEN & MCCULLY, 1981) e montadas em 
Permount. Cinco cortes de cada lâmina foram fotomicrografados e analisados com o auxilio 
de software de processamento de imagem e medição avançada ANATI QUANTI 2.0. Foram 
mensuradas a espessura e a área proporcional dos tecidos: lâmina foliar, parênquima 
paliçádico e parênquima lacunoso, epiderme adaxial e abaxial. 
Os dados obtidos foram transformados em porcentagem relativa à testemunha uma vez 
que as folhas das espécies estudadas apresentaram dados com considerável amplitude de 
valores médios. Posteriormente foram submetidos à análise de variância e as médias, quando 
significativas, foram agrupadas segundo o critério Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro. 
 
3 RESULTADOS 
 
A análise anatômica da secção transversal do limbo das espécies florestais revelou 
predominância de lâmina foliar constituída por epiderme unisseriada, mesofilo dorsiventral 
formado por uma a três camadas de células no parênquima paliçádico que variam de 
ligeiramente alongadas a muito longas e quatro a nove camadas de parênquima lacunoso, com 
variação da amplitude dos espaços intercelulares, sendo que a maioria das espécies apresenta 
amplos espaços intercelulares, com exceção de S. brasiliensise e J. puberula que apresenta 
mesofilo compacto (Figura 1, A e D). Hipoderme unisseriada voltada para a face adaxial foi 
observada em C. brasiliense e P. myrsinoides (Figura 1, G e J). 
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Plantas tratadas com o herbicida clomazone apresentaram redução na proporção dos 
tecidos do mesofilo para a maioria das espécies testadas (Figuras 1 e 2). Dentre as variáveis 
analisadas a espessura do parênquima lacunoso (PL) apresentou o maior percentual de 
redução, em média 16,3 e 17,9% para 1ª e 2ª aplicações respectivamente (Figuras 1 e 2),
 
Figura 1- Secção transversal de folhas de espécies florestais: Schinopsis brasiliensis A-C, 
Jacaranda puberula D-F, Calophyllum braziliensis G-I, Psidium myrsinoides J-L, Terminalia 
argentea M-O, Caesalpinia ferrea P-R. Sinuosidade da parede celular (SI), achatamento das 
células (AC) e hipoderme (Hp). A primeira coluna secções transversais de folhas de espécies 
florestais sem aplicação de herbicida, a segunda coluna secção transversal de folha 
correspondente a primeira aplicação de clomazone e a terceira secção transversal de folha 
correspondente a segunda aplicação do herbicida. 
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seguido de parênquima paliçádico (PP), epiderme adaxial (EAD) e epiderme abaxial (EAB), 
com redução média para ambas as aplicações de 13,1; 8,22 e 7,73% respectivamente (Tabela 
1).  
 
Figura 2- Secção transversal da flohas de espécies florestais: Cedrela fissilis A-C, 
Tibouchina granulosa D-F, Handroanthus serratifolius G-I, Inga marginata J-L, 
Schizolobium parahyba M-O, Caesalpinia pluviosa P-R. Achatamento das células (AC). A 
primeira coluna secções transversais de folhas de espécies florestais sem aplicação de 
herbicida, a segunda coluna secção transversal de folha correspondente a primeira aplicação 
de clomazone e a terceira secção transversal de folha correspondente a segunda aplicação do 
herbicida. 
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A EAD foi moderadamente reduzida pela aplicação do herbicida em relação à primeira 
e segunda aplicação para a maioria das espécies avaliadas, não apresentando significância 
estatística. No entanto S. brasiliensis apresentou redução média significativa na espessura da 
EAD de 18,9% (Figura 1, A-C) quando confrontadas as aplicações de herbicidas, totalizando 
27,26% em relação à testemunha (Tabela 1). Já entre as espécies, os dados obtidos em 
amostras coletadas após a segunda aplicação do herbicida revelaram que, S. brasiliensis e T. 
argentea foram afetadas negativamente, com redução média de 22,6% seguidas de J. 
puberula, C. fissilis, P. myrsinoides e C. ferrea com redução média em EAD de 8,59%, 
contudo C. fissilis apresentou tendência a recuperação da injúria uma vez que entre as 
aplicações houve incremento na espessura de EAD. As demais espécies analisadas também 
sofreram incremento na espessura de EAD (Tabela 1), todavia não apresentaram relevância 
estatística satisfatória.  
Para a variável parênquima paliçádico (PP), não houve interação significativa entre as 
aplicações de herbicidas para a maioria das espécies. No entanto T. argentea apresentou 
decréscimo relevante quando comparada ambas as aplicações de 21,8% (Figura 1, M-O) 
(Tabela 1). Entre as espécies houve redução de 30,7; 29,9; 28,1 e 17,2% em P. myrsinoides, J. 
puberula, C. ferrea e T. granulosa respectivamente (Figura 1, J-L, D-F, P-R e Figura 2, D-F), 
em amostras coletadas após a 1ª aplicação do herbicida clomazone, o mesmo foi observado 
para P. myrsinoides, J. puberula, com redução de cerca de 39%, seguidas de C.ferrea e 
T.granulosa com redução média 22,2 % em amostras coletadas após a segunda aplicação 
(Tabela 1). H. serratifolius, apresentou redução deste tecido de em média 7,2%, todavia sem 
relevância estatística, já em S. brasiliensis, I. marginata, C. fissilis, C. brasiliensee S. 
parahyba observou-se tendência ao incremento na espessura do PP sem no entanto, relevância 
estatística (Tabela 1). 
Adjacente ao PP apresenta-se o parênquima lacunoso (PL) voltado para a face abaxial 
foliar, nessa porção do tecido foliar foram observados os maiores índices de redução em 
espessura. As espécies submetidas ao tratamento apresentaram de forma geral decréscimo de 
12,4 e 13,05% para a primeira e segunda aplicação respectivamente (Tabela 1). Ocorreu 
redução de 26,2% no PL das espécies J. puberula (Figura 1 D-F), P. myrsinoides (Figura 1 J-
L), T. argentea (Figura 1 M-O), C. ferrea (Figura 1 P-R), C. fissilis (Figura 2 A-C) e T. 
granulosa (Figura 2 D-F) em amostras coletadas após a primeira aplicação do herbicida 
(Tabela 1). Já em amostras de folhas coletadas após a segunda aplicação do herbicida, J. 
puberula (Figura 1, F), T. argentea (Figura 1, O) e T. granulosa (Figura 2, F) apresentaram os 
maiores índices de redução, em média 29%. Para as demais espécies foi observada redução, 
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no entanto sem relevância estatística. Exceção foi encontrada para I. marginata (Figura 2, L), 
para essa espécie constatou-se tendência sutil ao incremento na espessura do PL. S parahyba 
(Figura 2, O) e C. pluviosa (Figura 2, R) em amostras provenientes da segunda aplicação 
demostraram recuperação da integridade tecidual (Tabela 1). 
A avaliação da espessura da epiderme da face abaxial (EAB) das espécies testadas 
revelou que somente T. argentea sofreu decréscimo (p<0,05) na espessura deste tecido entre a 
primeira e segunda aplicação do herbicida. J. puberula e T. argentea apresentaram os maiores 
índices de redução, em relação as demais espécies, estas não sofreram modificações 
significativas (Tabela 1). 
Além das alterações já mencionadas para o mesofilo, pode-se observar ainda pequenas 
sinuosidades na parede celular em S. brasiliesis (Figura 1 A -C), J. puberula (Figura 1 D- F) e 
T. argentea (Figura 1 M-O); achatamento das células do lacunoso em J. puberula, e T. 
argentea; diminuição dos espaços intercelulares em T. argentea e uma certa desorganização 
do mesofilo em C. ferrea (Figura 2, D-F) 
As modificações anatômicas supracitadas contribuíram para redução da espessura total 
do limbo foliar (LF), destacando-se P. myrsinoides com redução de 43,2% (Figura 1, J-L). 
Em J. puberula, P. myrsinoides, T. granulosa e C. ferrea verificou-se atenuação média de 
24,9% em amostras coletadas após a primeira aplicação de clomazone, este quadro persistiu 
em J. puberula e T. granulosa em provas provenientes da segunda aplicação, no entanto 
houve recuperação em C. ferrea seguido de outras espécies (Tabela 1). Contudo este resultado 
não obteve relevância estatística satisfatória. 
Análises anatômicas levando em consideração a proporção que cada tecido ocupa no 
limbo, por meio de medidas de área na secção transversal da lâmina foliar, demonstrou que de 
forma geral as proporções teciduais não foram afetadas significativamente quando 
comparadas amostras provenientes das diferentes aplicações do clomazone, com algumas 
exceções. T. argentea e S. brasiliensis foram afetadas negativamente em 17,5 e 26,95% 
respectivamente, em relação à área da epiderme adaxial (EAD), seguidas de P. myrsinoides 
com redução média de 49,5% na proporção do parênquima paliçádico (PP), T. argentea, S. 
brasiliensis e T. granulosa com decréscimo de 17,4, 12,2 e 14,9 respectivamente em se 
tratando da área de epiderme abaxial (EAB), para esta ultima foi observado recuperação da 
integridade da proporção do tecido (Tabela 2). 
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Tabela 1- Espessura da epiderme adaxial (EAD), do parênquima paliçadico (PP), parênquima lacunoso (PL), epiderme abaxial (EAB) e lamina 
foliar (LF) de folhas de espécies arbóreas tratadas com Clomazone. 
Espécie EAD (%) PP(%) PL(%) EAB (%) LF (%) 
1ª Apl 2ª Apl 1ª Apl 2ª Apl 1ª Apl 2ª Apl 1ª Apl 2ª Apl 1ª Apl 2ª Apl 
Inga marginata 97,33A a 98,99 A a 98,39 A a 100,00 A a 100,00 A a 100,00 A a 98,10 A a 100,00 A a 99,08 A a 100,00 A a 
Handroanthus serratifolius 93,52 A a 100,00 A a 87,81 A a 88,16 A a 91,78 A a 91,168 A a 94,14 Aa 87,48 Aa 91,55 A a 95,05 A a 
Jacaranda puberula 89,55 A a 88,43 A b 70,03 A b 64,36 A c 71,66 A b 69,45 A b 84,47 Aa 79,47 A b 73,43 A b 69,27 A b 
Cedrela fissilis 80,31 A a 88,37 A b 95,36 A a 93,68 A a 75,46 A b 80,55 A a 94,84 Aa 91,58 Aa 86,16 A a 88,20 A a 
Calophyllum brasiliensis 96,22 A a 97,99 A a 98,92 A a 97,29 A a 100,00 A a 99,37 A a 91,94 Aa 96,61 Aa 99,80 A a 99,33 A a 
Psidium myrsinoides 87,99 A a 87,08 A b 69,28 Ab 57,64 A c 66,39 A b 48,89 B c 99,13 Aa 98,13 Aa 70,13  A b 56,75 A c 
Tibouchina granulosa 97,93 A a 97,06 Aa 82,79 A b 78,64 A b 76,07 A b 68,89 A b 78,51 Aa 90,5 Aa 80,59 A b 75,78 A b 
Caesalpinia férreo 95,95 A a 90,21 A b 71,87 A b 76,87 A b 72,35 Ab 79,52 A a 93,45 Aa 89,14 Aa 76,21 A b 80,35 A b 
Caesalpinia pluviosa 95,44 A a 95,62 A a 89,41 A a 92,29 A a 88,11 Aa 89,29 A a 96,56 Aa 95,11 Aa 90,95 A a 91,75 A a 
Terminalia argentea 89,15 A a 79,9 A c 100,00 A a 83,69 B a 78,68 Ab 74,24 A b 90,35 A a 70,32 B b 92,71 A a 80,89 A b 
Schinopsis brasiliensis 91,69 A a 72,74 B c 100,00 A a 100,00 A a 90,37 Aa 85,08 A a 98,38 Aa 96,88 Aa 99,65 A a 96,19 A a 
Schizolobium parahyba 94,09 A a 97,03 A a 93,31 A a 95,61 A a 94,19 Aa 98,17 A a 99,17 Aa 100,00 A a 94,61 A a 98,47 A a 
CV(%) 9,94 13,26 14,9 10,28 11,21 
* Medidas seguidas de mesma letra minúscula na coluna não diferem entre se pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade e medidas seguidas de mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre se pelo teste t-Student (LSD) a 5% de probabilidade. 
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Entre espécies verificou-se que T. argentea e S. brasiliensis obtiveram os menores 
índices de redução (p<0,05) na proporção de EAD, no entanto, H. serratifolius, J. puberula, 
C. brasiliensise P. myrsinoides se destacaram positivamente uma vez que verifica-se nestas 
espécies possível recuperação na proporção deste tecido (Tabela 2). A proporção de PP foi 
afetada negativamente em amostras provenientes da primeira aplicação do herbicida em H. 
serratifolius, J. puberula, C. fissilis, P. myrsinoides, T. granulosa e C. ferrea, agravando-se 
para P. myrsinoides com decréscimo de 49,5% na segunda aplicação, contudo H. serratifolius, 
C. fissilis, e C. ferrea apresentaram ligeira recuperação para esta variável. O PL manteve-se 
como sendo a variável analisada mais afetada, corroborando os resultados obtidos com as 
medidas lineares, no entanto não houve interação significativa entre as aplicações de 
clomazone. Contudo nas análises entre espécies J .puberula, C. fissilis, P. myrsinoides, T. 
granulosa e C. ferrea ocorreram os menores valores, em média 32,8% de decréscimo na 
proporção deste tecido na folha (Tabela 2), já na primeira aplicação do herbicida. Em EAD foi 
possível constatar interação (p<0,05) entre as aplicações, evidenciadas pelas espécies T. 
argentea, S. brasiliensis e T. granulosa, entretanto para esta ultima constatou-se incremento 
da espessura da EAD quando confrontadas as aplicações. H. serratifolius, J. puberula , T. 
argentea e S. brasiliensis apresentaram redução significativa da espessura da EAB em 
amostras provenientes da segunda aplicação do clomazone nas análises entre espécies (Tabela 
2).  
De maneira geral a área total da LF apesar de ter sido negativamente afetada pela ação 
do herbicida clomazone não apresentou interação significativa entre as aplicações do 
herbicida (Tabela 2), entretanto quando analisadas isoladamente as proporções entre as 
espécies, J. puberula, C. fissilis, P. myrsinoides, T. granulosa e C. ferrea apresentaram 
redução da LF de em média 26,2% para a primeira aplicação. Contudo este quadro se reverte 
em C. fissilis e C. ferrea na segunda aplicação (Tabela 2). 
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Tabela 2- Medidas de área da epiderme adaxial (EAD), do parênquima paliçadico (PP), parenquima lacunoso (PL), epiderme abaxial (EAB) e 
lamina foliar (LF) de folhas de espécies arbóreas tratadas com Clomazone. 
Espécie EAD (%) PP (%) PL (%) EAB (%) LF (%) 
  1ª Apl 2ª Apl 1ª Apl 2ª Apl 1ª Apl 2ª Apl 1ª Apl 2ª Apl 1ª Apl 2ª Apl 
Inga marginata 95,67 A a 96,19 A a  97,99 A a 100,00 A a  97,61 A a 100,00 A a 92,41 A a  96,25 A a 97,62 A a   100,00 A a  
Handroanthus serratifolius 92,98 A a   99,98 A a  83,21 A b  87,95 A a 85,35 A a 81,84 A a 93,94 A a  90,81 A b 86,42 A a 92,48 A a 
Jacaranda puberula 85,62 A a 91,04 A a  69,96 A b  65,09 A b  63,58 A b 66,66A b 87,35 A a 83,87 A b 69,88 A b 69,47 A b 
Cedrela fissilis 92,51 A a  91,14 A a  85,64 A b  88,25 A a 70,18 A b 82,33 A a 87,49 A a  93,29 A a 80,19 A b 86,49 A a 
Calophyllum brasiliense 99,73 A a  100,00 A a  88,54 A a  95,81 A a  95,37 A a 96,35 A a  92,01 A a 99,82 A a 93,89 A a 96,95 A a  
Psidium myrsinoides 90,39 A a 97,09 A a  69,78 A b  50,41 B c 64,78 A b 53,90 A b 100,00 A a 100,00 A a 68,85 A b 58,55 A b 
Tibouchina granulosa 98,30 A a  92,76 A a 76,090 A b  74,85 A b  69,39 A b 67,96 A b 85,05 B a  97,05 A a 74,97 A b 73,92 A b 
Caesalpinia ferrea 97,54 A a  96,20A a  75,39 A b  83,88 A a  67,74 A b 77,43 A a 93,97 A a 95,46 A a 75,70 A b 83,65 A a 
Caesalpinia pluviosa 94,29 A a 95,89 A a   96,68 A a  96,42 A a 96,33 A a 91,52 A a 97,46 A a 97,36 A a 98,28 A a 94,53 A a 
Terminalia argentea 93,44 A a  82,47 B b  100,00 A a 83,86 A a 81,57 A a 80,40 A a 93,65 A a 82,59B b 94,77 A a 83,45 A a 
Schinopsis brasiliensis 90,49 A a  73,05 B b  100,00 A a  100,00 A a  93,22 A a 86,71 A a 99,03 A a 87,77 B b 98,66 A a 95,13 A a 
Schizolobium parahyba 94,85 A a  97,82 A a  96,04 A a   98,70 A a 89,78 A a 97,29 A a 100,00 A a 100,00 A a 94,10 A a 98,73 A a 
CV(%) 7,97 13,37 16,1 7,69 11,9 
* Medidas seguidas de mesma letra minúscula na coluna não diferem entre se pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade e medidas seguidas de mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre se pelo Tukey a 5% de probabilidade. 
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4 DISCUSSÃO 
 
Os resultados obtidos permitem afirmar que as espécies florestais estudadas 
apresentam alterações relevantes na anatomia foliar em resposta a presença de resíduos do 
herbicida clomazone no solo, mesmo em folhas sem injúrias visíveis.  
A diminuição da EAD, mesmo de forma moderada, em S. brasiliensis, T. argentea, J. 
puberula, P. myrsinoidese C. ferrea pode interferir na proteção e prevenção da perda de água 
dos tecidos (BUKOVAC et al., 1990). No entanto, seu aumento detectado em I. marginata e 
H. serratifolius, determina prevenção contra transpiração, sendo um importante fator para 
atenuar a penetração da radiação no interior da folha, protegendo as camadas do mesofilo 
fotossinteticamente ativo (CEN e BORNMAN, 1993). Redução da epiderme adaxial e abaxial 
foi constatada em Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.). Stapf submetida ao tratamento 
com trinexapac-ethyl (FIALHO et al., 2009). Também foram constatadas alterações 
anatômicas no tecido epidérmico de Zea mays L. submetida ao herbicida nicossulfuron. 
(MÔRO et al., 1999). 
O parênquima lacunoso foi a variável analisada mais afetada negativamente, 
resultando em decréscimo nas dimensões da lâmina foliar. A alteração morfológica 
freqüentemente observada foi a diminuição dos espaços intercelulares, com maior 
adensamento das células do parênquima, proporcionando compactação do tecido. Resultado 
semelhante foi encontrado em estudos de toxidade por flúor em hortaliças (SANT’ANNA-
SANTOS & AZEVEDO 2010), evidenciando a importância da microscopia como subsídio 
para comparação da sensibilidade entre espécies em resposta a poluição (PITA-BARBOSA et 
al., 2009). 
Quanto ao parênquima lacunoso, sua redução diminui a absorção de luz pela folha 
devido redução da difusão de gases no mesofilo foliar (VOGELMANN et al.,1996), já que em 
folhas dorsiventrais, o PL com sua arquitetura irregular e amplo espaço intercelular, aumenta 
a distância que a luz alcança dentro da folha através da reflexão nas interfaces gás/líquido 
(LAMBERS et al., 1998). Nesse sentido, as espécies afetadas pelo clomazone, podem, em 
campo, diminuir a capacidade competitiva por subutilizarem a luz disponível. Chiamolera et 
al., (2010), trabalhando com Padocarpus lambertii Klotzsch ex Endl (Podocarpaceae) sob 
diferentes graus de sucessão as margens do reservatório de Iraí –PR, constataram um aumento 
na espessura dos parênquimas em resposta a maior quantidade de luz recebida pelos 
indivíduos P. lambertii em área aberta, demonstrando a plasticidade deste tecido a alterações 
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na intensidade luminosa. Nas espécies testadas, de forma geral, o PL apresentou as maiores 
alterações negativas, o que dificultaria seu estabelecimento em áreas abertas, uma vez que 
este tecido é mas exigido em tal conjuntura, além do fato de que clomazone interfere na 
proteção contra fotooxidação promovendo a destruição da clorofila, induzida pela ausência de 
carotenóides (VIDAL, 1997).  
A variável parênquima paliçádico (PP), importante característica vinculada a proteção 
foliar contra alta intensidade luminosa (TUFFI SANTOS et al., 2008), também foi afetada 
negativamente pela presença do pesticida. Essa redução pode ser decorrente de alterações na 
taxa de crescimento das plantas uma vez que clomazone afeta indiretamente o processo 
fotossintético, provocando a diminuição na disponibilidade de metabólitos e 
conseqüentemente o crescimento da planta (PASQUALINI et al., 2002, LYONS & BARNES 
1998). Todavia o incremento deste tecido verificado em I. marginata pode estar ligada a 
deposição do contaminante, podendo ser uma evidência de fitovolatização ou fitodegradação 
ao nível foliar. Neste caso, a planta poderia estar liberando o poluente transformado ou na 
forma original (ANDRADE et al., 2007). 
A redução na proporção dos tecidos foliares pode ser atribuída a aplicação do 
clomazone, uma vez que essa resulta em fotooxidação e destruição da clorofila, induzida pela 
ausência de carotenóides (VIDAL, 1997), interferindo indiretamente na fotossíntese e 
ocasionando menor produção de massa seca das plantas (FIGUEREDO et al., 2008; 
TAKAHASHI et al., 2009). Contudo, em algumas espécies, observou-se o declínio da 
integridade dos tecidos na primeira aplicação do herbicida demonstrando “fase de alarme” em 
início do distúrbio caracterizado pela perda de estabilidade das estruturas (proteínas 
biomembranas) e das funções que mantém as atividades vitais (metabolismo de produção de 
energia e processos bioquímicos) (LARCHER, 2006). Estas plantas demonstraram 
recuperação em amostras coletadas após a segunda aplicação de clomazone, indicando a 
restituição na forma de processos de reparo, como os de síntese protéica ou síntese “de novo” 
de substâncias de proteção (LARCHER, 2006). 
Plantas tratadas com o herbicida clomazone apresentaram, em menor ou maior grau, 
alterações nas medidas micromorfométricas dos tecidos foliares. Cabe ressaltar que as coletas 
foram realizadas anteriormente ao surgimento dos sintomas na morfologia externa. Dentre as 
espécies analisadas T. argentea, S. brasiliensis, J.puberula e P. myrsinoides foram as mais 
sensíveis à presença do herbicida no solo, demonstrando seu potencial como bioindicadora. 
Os resultados evidenciam a intoxicação provocada pelo herbicida clomazone às espécies 
florestais, no entanto I. marginata, S. parahyba e H. serratifolius se destacaram por manter a 
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integridade dos tecidos próxima às da testemunha mesmo em condição de estresse. Este fato 
reforça a necessidade de mais estudos quanto ao mecanismo exercido por estas plantas para 
efetuar tal tolerância.  
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ARTTIGO CIENTÍFICO III: ESTIMATIVA DA RIZODEGRADAÇÃO DE SOLO 
COM RESÍDUO DE CLOMAZONE POR ESPÉCIES ARBÓREAS. 
 
RESUMO 
 
 A fitorremediação é uma técnica que objetiva a descontaminação do solo por meio de plantas 
como agente descontaminador. Objetivou-se com esse trabalho selecionar espécies arbóreas 
com capacidade fitorremediadora de solo contaminado com o herbicida clomazone e verificar 
as alterações causadas pelo herbicida à microbiota do solo. Na primeira etapa, avaliou-se o 
efeito do produto sobre doze espécies florestais, por meio de notas de toxicidade. Foi utilizado 
o delineamento em blocos ao acaso com quatro repetições. Foram efetuadas 3 aplicações do 
herbicida clomazone com intervalos de 20 dias (aos 60, 80 e 100 dias após o plantio), cada 
aplicação foi correspondente à metade da dose comercial de 2 L ha-1. Na segunda etapa, 
avaliou-se a capacidade remediadora das espécies arbóreas. As unidades experimentais que 
compunham os tratamentos da primeira etapa foram conservadas, o solo foi homogeneizado, e 
deste retiradas amostras para análise de T-RFLP. Posteriormente procedeu-se a semeadura da 
espécie indicadora sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench.) para indicação do resíduo de 
herbicida no solo. Estas foram colhidas 26 dias após a semeadura, época em que se avaliou a 
altura, a massa seca das plantas e a intoxicação delas pelo herbicida. Em uma terceira etapa 
avaliou-se por meio de T-RFLP a diversidade microbiana do solo. O cultivo prévio da maioria 
espécies florestais não proporcionou a remediação do solo contaminado, contudo plantas de 
sorgo tiveram crescimento normal quando cultivadas em solo onde antes havia Inga 
marginata. Os resultados de T-RFLP confirmaram a diversidade microbiana diferenciada 
associada a rizosfera de I. marginata. 
 
Palavras chave: espécie florestal, T-RFLP, herbicida, fitorremediação 
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ABSTRACT 
 
Phytoremediation is a technique that aims to decontamination of soil by plants as 
decontaminator agent. The objective of this work was to select tree species capable 
phytoremediation of soil contaminated with the herbicide clomazone, and verify changes 
caused by the herbicide soil microbiota. In the first step we evaluated the effect of the product 
on twelve tree species by means of banknotes toxicity. We used a randomized block design 
with four replications. There were 3 applications of clomazone at intervals of 20 days (at 60, 
80 and 100 days after planting), each application was equivalent to half the recommended rate 
of 2 L ha-1. In the second stage we evaluated the remediation ability of tree species. The 
experimental units composing the first stage treatments were conserved, the soil was 
homogenized samples were taken from this for T-RFLP analysis and subsequently proceeded 
to seeding indicator species sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench.) for indicating the 
residual in soil. These were harvested 26 days after planting, at which time we assessed 
height, dry weight, and intoxication by the herbicide. In a third stage was assessed by T-RFLP 
microbial diversity. Prior cultivation of most forest species not afforded the remediation of 
contaminated soil, however sorghum plants had normal growth when grown in soil where 
there was Inga marginata. Results of T-RFLP analysis confirmed the differential microbial 
diversity associated with rhizosphere I. marginata. 
 
Keywords: forest species, T-RFLP, herbicide 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Alguns pesticidas podem permanecer no solo por tempo maior do que o ciclo da 
cultura na qual foi aplicado. Este fenômeno pode causar intoxicação em culturas sucessivas, 
carryover, além de estar propenso ao deslocamento para lençóis aqüíferos subterrâneos, 
lixiviação e cursos d’água, run off e run in. O período de permanência também pode variar 
conforme transformação química ou biológica e ainda mediante absorção e decomposição 
pelas plantas. Esses fatores regulam a concentração e o fluxo das moléculas desses compostos 
na solução do solo (CELIS et al., 2006).   
O herbicida clomazone, ingrediente ativo do Gamit®, um importante herbicida 
empregado nas culturas do arroz irrigado, soja, milho, fumo, algodão, cana-de-açúcar e 
mandioca (MAPA, 2012) é aplicado em pré-emergência no controle de várias espécies de 
plantas daninhas, apresentando moderada persistência no solo. É altamente solúvel em água 
(1100 mg L-1 a 25 °C) o que lhe confere maior poder tóxico quando em presença de água 
abundante (ZANELLA et al., 2008; ESTEVEZ et al., 2008). Assim as propriedades da 
molécula de clomazone indicam elevado potencial de deslocamento no ambiente junto à 
lâmina de água durante as chuvas, irrigação e drenagem, podendo ocasionar intoxicação às 
plantas sensíveis à jusante dos locais de aplicação.  
Resíduos de herbicida no solo têm sido descritos pela literatura como potencialmente 
causadores de reduções na produtividade de culturas sucessoras (THIL, 2003). Uma das 
técnicas utilizadas para retirada de herbicidas do solo é a fitorremediação. Esta se vale de 
plantas para o tratamento de solos contaminados (SULMON et al., 2007), visando sua 
recuperação. Diante desta possibilidade estudos têm sido realizados visando avaliar a 
fitorremediação de alguns herbicidas (ASSIS et al., 2010; BELO et al., 2007). A exemplo 
disso tem- se Pires et al. (2003b, c) trabalhando com tebuthiuron e espécies de adubos verdes 
em casa de vegetação, onde atestaram tolerância diferenciada por estas espécies, Procópio et 
al. (2004) e Santos et al. (2004a) com trifloxysulfuron sodium, detiveram resultados 
semelhantes. Santos et al. (2004b) ratificou Stizolobium aterrimum e Canavalia ensiformis na 
eficiência da fitorremediação de ambiente com essa sulfonilureia, além de outros que 
corroboram com esta linha crescente de pesquisa (ASSIS et al., 2010). Apesar do considerado 
número de resultados sobre o assunto, pouco tem sido feito na prática agrícola em função de 
várias limitações, entre elas, a mobilidade da molécula herbicídica. Nesse sentido, nova 
proposta seria a utilização de espécies arbóreas visando a interceptação do herbicida. 
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A fitorremediação, empregando espécies arbóreas, pode ser estratégia para a 
reabilitação de áreas contaminadas por herbicidas, uma vez que estas o imobilizam por mais 
tempo em seus tecidos reduzindo os impactos ambientais desta molécula (PULFORD & 
WATSON, 2003), pois produzem alta biomassa, tem sistema radicular extenso e enorme 
variabilidade genética (PULFORD & WATSON, 2003).  
São escassos os estudos de fitorremediação utilizando espécies arbóreas. Contudo os 
poucos relatos acerca de sintomas de intoxicação em espécies arbóreas indicam que os 
mecanismos de tolerância nelas existentes lhes permitem suportar melhor a contaminação do 
solo (PULFORD & WATSON, 2003). Além disso, algumas plantas podem favorecer o 
desenvolvimento de um ambiente rizosférico único, com diversidade microbiana capaz de 
degradar a molécula do herbicida, tendo em vista que a principal via de degradação do 
clomazone é a microbiológica (KIRKSEY et al., 1996)  
Portanto, a seleção de plantas que apresentem tolerância ao herbicida é o primeiro 
passo na detecção de espécies potencialmente fitorremediadoras. Diante do exposto objetivou-
se, com este trabalho avaliar a capacidade remediadora de espécies arbóreas na 
descontaminação de solo tratado com o herbicida clomazone, bem como, verificar a 
diversidade microbiana em solo com e sem resíduo do herbicida, previamente cultivado com 
espécie remediadora ou não.  
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
O experimento foi realizado em casa de vegetação do Laboratório de Plantas Daninhas 
do Departamento de Agronomia da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e 
Mucuri-UFVJM, localizada no município de Diamantina-MG. O substrato utilizado foi 
composto por amostra de Latossolo Vermelho- Amarelo (EMBRAPA, 2006), coletado na 
camada de 0-20 cm, em área não cultivada e, portanto sem histórico de aplicação de 
herbicida, cuja caracterização fisico- química encontra-se na Tabela 1. 
O trabalho foi dividido em três etapas. Na primeira, visando quantificar os sintomas de 
intoxicação das espécies florestais submetidas ao tratamento com o herbicida clomazone, foi 
empregado o delineamento em blocos ao acaso com quatro repetições. Foram utilizadas 
mudas das espécies: Inga marginata Willd (Fabaceae), Handroanthus serratifolius (A.H. 
Gentry) S. Grose (Bignoniaceae), Jacaranda puberula Chan (Bignoniaceae), Cedrela fissilis 
Vell (Meliaceae), Calophyllum brasiliense Cambess (Calophyllaceae), Psidium myrsinoides 
Berg (Myrtaceae), Tibouchina granulosa (Desr.). Cogn (Melastomataceae), Caesalpinia 
ferrea Mart. ex Tul (Fabaceae), Caesalpinia pluviosa DC (Fabaceae), Terminalia argentea 
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Tabela 1- Composição físico-química de um Latossolo- Vermelho Amarelo na camada de 0-
20 cm utilizado no experimento. 
Análise Granulométrica (dag kg -1) 
 Areia  Silte Argila  
38 6 56 
Análise Química 
pH  P  k Ca  Mg  Al  H+Al  SB  t  T  m  V  M.O. 
H2O mg/dm2 cmolc dm3 % dag/kg 
6,1 0,7 25 1,7 0,5 0 3,7 2,3 2,3 6 2 38 1 
Análises realizadas no Laboratório de Fertilidade do Solo do Departamento de Agronomia da Universidade 
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri- UFVJM. 
 
Mart & Zucc (Combretaceae), Schinopsis brasiliensis Eng (Anacardiaceae) e Schizolobium 
parahyba (Vell.) Blake, (Fabaceae). As mudas utilizadas foram adquiridas no Horto do 
Instituto Estadual de Florestas (IEF) de Diamantina-MG e cultivadas em vasos com 
capacidade volumétrica de 5 L com área de 0, 0314 m2, preenchido com substrato 
devidamente adubado. Foram feitas 3 aplicações do herbicida clomazone com intervalos de 
20 dias (aos 60, 80 e 100 dias após o plantio), cada aplicação foi correspondente a metade da 
dose comercial de 2 L ha-1, totalizando o equivalente a 3 L ha-1.  
As aplicações foram efetuadas com auxílio de micropipeta com ajuste manual, 
diretamente em pratos de contenção de água colocados sob os vasos, com o intuito de simular 
a absorção de água pela raiz a partir de um lençol freático contaminado pelo herbicida. Para a 
irrigação durante toda a condução do experimento a água foi depositada nos pratos de 
contenção, sendo fornecida à planta por capilaridade, mantendo a umidade no substrato 
próxima de 80% da capacidade de campo. Neste mesmo período vasos sem plantas, porém 
com o mesmo substrato, com e sem aplicação de herbicida, foram mantidos nas mesmas 
condições.  
As características avaliadas para a determinação da seletividade do herbicida às 
diferentes espécies foram intoxicação visual, atribuindo-se notas de acordo com os sintomas 
visíveis na parte aérea das plantas, utilizando escala variando de 0 a 100%, onde 0 era a 
ausência de quaisquer sintomas e 100 caracterizava a morte da planta (SBCPD, 1995).  
Os resultados obtidos referentes a intoxicação, foram submetidos à análise de 
regressão. Os modelos foram escolhidos com base na significância dos coeficientes de 
regressão, utilizando-se o teste t a 5% de probabilidade do erro, no fenômeno biológico e no 
coeficiente de determinação (r2), para cada espécie. 
Na segunda etapa avaliou-se a capacidade fitorremediadora de cada espécie em 
questão, procurando verificar o nível de descontaminação a partir da primeira etapa 
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trabalhando-se com plantas bioindicadoras. As unidades experimentais que compunham os 
tratamentos da primeira etapa foram conservadas, mantendo assim o delineamento em blocos 
ao acaso com quatro repetições, inclusive os vasos sem planta. Foi retirada uma amostra de 
solo de cada vaso, utilizando-se uma sonda de 2 cm de diâmetro que penetrava da borda até a 
base do vaso. Este solo foi imediatamente resfriado e mantido a -20º C para posteriormente 
ser submetido a análises de T-RFLP. 
O substrato contido em cada vaso foi revolvido ate sua homogeneização. Em seguida 
cultivou-se sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), para indicação do resíduo de clomazone. 
Aos 26 dias após a semeadura (DAS), fez- se a avaliação do grau de intoxicação dessas 
plantas pelo herbicida (atribuindo-se notas variando de 0, para ausência de intoxicação, a 
100%, para morte da planta). Foram consideradas também a altura e a massa seca total das 
plantas de sorgo. Os dados referentes à espécie indicadora (sorgo) foram submetidos à análise 
de variância sendo as médias, quando significativas, agrupadas segundo o critério Scott-
Knott, a 5% de probabilidade de erro. 
Para melhor compreensão dos efeitos do clomazone foi confeccionada curva de dose 
resposta para estimar a relação entre a quantidade de herbicida aplicada e a intensidade dos 
efeitos observados (KRUSE et al., 2006). A curva dose-resposta foi ajustada para 
porcentagens de controle visual em relação à testemunha. O modelo matemático utilizado foi 
o log-logistico proposto por Seefeldt et al. (1995), sendo o mais utilizado na Europa pelos 
pesquisadores em Ciências das Plantas Daninhas (CHRISTOFFOLETI, 1999). O Bioensaio 
referente a curva de dose –resposta foi conduzido em casa de vegetação, utilizando amostras 
do mesmo solo empregado no experimento, além de areia lavada. As amostras com peso de 
180g de substrato foram colocadas em copos plásticos com capacidade volumétrica de 300ml. 
Foram aplicadas 10 diferentes doses do herbicida correspondentes a, 0 L ha-1 (testemunha), 
1/40 (0,05 L ha-1), 1/20(0,1 L ha-1), 1/10 (0,2 L ha-1), 1/8 (0,25 L ha-1), 1/6 (0,33 L ha-1), 1/4 
(0,5 L ha-1), 1/2 (1 L ha-1), 1 (2 L ha-1), 1+1/2 (3 L ha-1).Aplicou-se o delineamento em blocos 
ao acaso com quatro repetições. Em seguida foi efetuada a semeadura do sorgo. Aos 26 dias 
após a aplicação do clomazone, fez-se a avaliação visual dos sintomas de toxicidade das 
plantas de sorgo, atribuindo-se notas de acordo com os sintomas visíveis na parte aérea das 
plantas, utilizando escala variando de 0 a 100%, onde 0 era a ausência de quaisquer sintomas 
e 100 caracterizava a morte da planta (SBCPD, 1995). 
Em terceira etapa executou-se as análises de T-RFLP para a espécie mais promissora, 
em quatro amostras de substrato, a saber: solo sem clomazone e sem planta (SSCSP), solo 
sem clomazone e cultivado previamente com I. marginata (SSCCI), solo com clomazone e 
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cultivado previamente com I. marginata (SCCCI) e solo com clomazone e sem planta 
(SCCSP). Para isso, o DNA total contido nas amostras de solo foi extraído e purificado com o 
auxílio do PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA), seguindo o 
protocolo do fabricante com algumas modificações, que incluem a utilização de 0,5 g de solo 
para extração e adição de um passo de aquecimento a 70 ºC no processo de lise. O DNA 
purificado foi verificado em gel de agarose a 0,8% em tampão TAE 1X e quantificado por 
fluorometria, utilizando o equipamento Qubit® 2,0 (Invitrogen™). 
O T-RFLP multiplex foi realizado para comparar o perfil genético das comunidades de 
bactérias, fungos e arqueas simultaneamente (SINGH et al., 2006), entre as amostras, 
utilizando os oligonucleotídios iniciadores apresentados na tabela 2. O mix de PCR foi 
constituído de: tampão de reação a 1 X, MgCl2 a 2 mM, dNTP’s a 200 µM de cada 
desoxinucleotídeo, 20 µg de BSA, iniciador 63F (10 µM) a 200 nM, iniciador 1087R NED 
(10 µM) a 200 nM, iniciador ITS1F FAM (20 µM) a 400 nM, iniciador ITS4 (20 µM) a 400 
nM, iniciador Ar3f (20 µM) a 400 nM, inicidor Ar927 R HEX (20 µM) a 400 nM, enzima Taq 
polimerase a 2,5 u, 2 µL de DNA molde e água Milli-Q® estéril para completar 50 µL de 
reação. A amplificação do DNA foi realizada em termociclador automático, conforme o 
seguinte programa: 5 min. a 95 ºC, seguido de 30 ciclos consistindo de desnaturação (30 seg. 
a 95 ºC), anelamento (1 min. a 55 ºC) e extensão (1 min. a 72 ºC), e finalmente um passo de 
extensão final (10 min. a 72 ºC). O produto da amplificação (alíquota de 2 µL) foi verificado 
por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5 % em tampão TAE 1X. 
Os produtos de amplificação marcados foram purificados com o auxílio do kit Illustra 
GFX® PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e em seguida eluidos em 40 µL 
de tampão de eluição. O produto da purificação foi submetido à digestão enzimática em 
master mix constituído de 100-400 ng de produto da PCR purificado, 20 U de enzima de 
restrição MspI (Promega, Madinson, Wis., USA), 0,2 µL de BSA acetilado, em um volume 
final de 20 µL (com água Milli-Q®). A digestação foi conduzida em termociclador em um 
programa de 37 °C por 3 h, seguido de um período de inativação da enzima de 15 min. a 95 
°C. Os produtos da digestão foram precipitados e novamente ressuspendidos em água Milli-
Q®. Posteriormente, foram transferidos para placa de sequenciamento, juntamente com o 
marcador de tamanho ET550-R (GE Healthcare) diluído em Loading Solution (Amersham 
Pharmacia Biotech). O mix na placa foi submetido à desnaturação a 95 °C por 5 min. e 
mantido no gelo até a corrida em sequenciador automático MegaBACE 1000 DNA Analysis 
System (Molecular Dynamics/GE Healthcare), utilizando o conjunto de filtros Genotyping 
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filter set 2. As condições da corrida foram: tempo de injeção de 45 s., tensão de injeção de 3 
kV, tempo de corrida de 75 min. e tensão de corrida de 10 kV. 
A análise dos dados obtidos foi realizada com o auxílio do programa MegaBACE 
Fragment Profiler v 1.2 (Amersham Biosciences Corp.). Somente os picos com tamanhos 
entre 50 e 500 pares de bases (pb) foram considerados, a fim de se evitar fragmentos terminais 
de restrição (T-RF’s) causados por dímeros de iniciadores e obter fragmentos dentro da faixa 
linear do marcador de tamanho (SINGH, et al., 2006). Para cada T-RF foi considerada uma 
unidade taxonômica operacional (UTO) distinta. A partir das planilhas organizadas foi 
realizada análise de ordenação – Análise de Componentes Principais (PCA) e análise de 
riqueza. 
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Tabela 2- Primers para amplificação dos grupos-alvo na comunidade microbiana utilizados para o PCR- T-RFLP multiplex 
Primer Marcação Sequência de 5’ para 3’ Gene alvo Grupo Referencia 
63f - AGGCCTAACACATGCAAGTC 16S rRNA Bacteria Marchesi et .al.,(1998) 
1087r NED  [NED]-CTCGTTGCGGGACTTACCCC 16S rRNA Bacteria Hauben et al., (1997) 
ITS1f 6-FAM  [6-FAM]-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS (18S rRNA) Fungi Gardes & Bruns (1993) 
ITS4r - TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS (18S rRNA) Fungi White et al., (1990) 
Ar3F - TTCCGGTTGATCCTGCCGGA 16S rRNA Archaea Giovannoni et al., ( 1988) 
Ar927R HEX  [HEX]-CCCGCCAATTCCTTTAAGTTTC 16S rRNA Archaea Jurgens et al., (1997) 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
Os resíduos do clomazone no solo ocasionaram intoxicação à maioria das espécies 
florestais estudadas. Na primeira avaliação aos 7 dias após a primeira aplicação (DAA) não 
foi constatado sintomas de intoxicação. As plantas apresentavam aparente tolerância a 
exposição ao herbicida. No entanto, aos 15 DAA, J. puberula, T. granulosa, C. ferrea e C. 
pluviosa apresentaram os primeiros sinais de intoxicação pelo herbicida. Este é absorvido 
pelas raízes e translocado para a parte aérea, onde inibe a produção de novos carotenóides. 
Assim as espécies florestais supracitadas, apresentaram início de clorose na base de folhas 
novas (Figura 1). Aos 21 DAA os sintomas se intensificaram para as espécies T. granulosa, 
C. ferrea, C. pluviosa e J. puberula, sendo constatados além da clorose que progredia, 
algumas manchas necróticas. Nesta fase plantas que ainda não haviam demonstrado 
sensibilidade, deram os primeiros sinas de intoxicação, a saber: C. fissilis, H. serratifolius, I. 
marginata e P. myrsinoides, enquanto S. brasiliensis e S. parahyba apresentaram quadro de 
recuperação em relação a ultima avaliação ( Figura 2).  
À medida que se aumenta a dose de clomazone no solo os sintomas se 
potencializavam para algumas espécies. Após a segunda aplicação do herbicida que ocorreu 
21 dias depois da primeira exposição, I. marginata, S. parahyba e S. brasiliensis apresentaram 
uma elevação dos sintomas (Figura 2). Nesta fase, C. brasiliense apresentou os primeiros 
sintomas de intoxicação, uma vez que esta havia se mostrado tolerante a primeira aplicação do 
herbicida. Para as espécies T. granulosa, C. ferrea, C. pluviosa, I. marginata, S. brasiliensis e 
S. parahyba nenhum modelo  se adequou aos valores encontrados, afetando o ajuste, contudo 
percebe-se elevação dos sintomas ate 35 DAA ( 7 dias após a 2ª aplicação do herbicida), para 
as três primeiras. Verificou-se nas demais espécies uma progressão linear dos sintomas, 
muitas vezes quintuplicando os valores da equação de ajuste em relação à primeira aplicação. 
Aos 42 DAA procedeu-se a terceira aplicação de clomazone observando-se que o ajuste para 
leitura dos sintomas descreveu trajetória quadrática para a maioria das espécies, uma vez que 
os sintomas percentuais de intoxicação aumentam e posteriormente caem em T. granulosa, C. 
ferrea e C. fissilis. Esse comportamento demonstra tendência à recuperação para tais espécies. 
Entretanto em C. pluviosa, H. serratifolius, J. puberula e S. brasiliensis elevaram- se os 
índices de intoxicação ( Figura 2). 
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Figura 1- Sintomas de toxicidade (clorose) provenientes do herbicida clomazone em plantas 
de espécies florestais. A e B- Tibouchina granulosa, C- Caesalpinia ferrea, D- Caesalpinia 
pluviosa, E- Handroanthus serratifolius, F- Inga marginata. 
 
Durante os mais de 70 dias de observação as plantas que se mostraram mais tolerantes 
ao herbicida, levando-se em conta avaliações visuais de intoxicação, foram C. brasiliense, T. 
argentea, S. brasiliensis e H. serratifolius. T. granulosa e C. pluviosa por outro lado 
monstraram-se sensíveis ao produto, apresentando sintomas de intoxicação entre 40 e 45%, 
com pouca alteração ao longo do tempo. 
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Figura 2- Porcentagem de intoxicação pelo herbicida clomazone em espécies florestais dos 7 – 70 dias após a aplicação. As aplicações de 
herbicida ocorreram com intervalos de 20 dias (1, 21 e 42 dias representados no gráfico). DAA- dias após aplicação. 
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A remediação do solo contaminado por clomazone, não foi eficiente para a maioria 
das espécies testadas, pois apesar destas não apresentarem sintomas severos de intoxicação o 
plantio da bioindicadora sorgo revelou a presença do herbicida no solo (Figura 3), uma vez 
que este reduziu em média 30% a altura das plantas bioindicadoras, chegando a mais de 50% 
em solo cultivado com S. parahyba e J. puberula, exceto para I. marginata onde não foi 
observado diferença entre os tratamentos (Tabela 3)(Figura 3 C). A técnica empregada é 
importante na demonstração da tolerância por parte das plantas estudadas mesmo que não 
garanta a remediação do ambiente. Tal fato é também verificado pelos valores de massa seca 
 
 
Figura 3- Sintomas de toxicidade (clorose) provenientes do herbicida clomazone na 
bioindicadora sorgo cultivadas em solo previamente cultivado com espécies florestais a 
seguir: A- Schinopsis brasiliensis, B- Schizolobium parahyba, C- Inga marginata, D- 
Caesalpinia pluviosa, E- Pisidium myrsinoides e F- Cedrela fissilis. 
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Tabela 3- Valores médios de altura, massa seca e intoxicação de plantas de sorgo aos 26 dias 
após a semeadura, cultivadas em solo com e sem aplicação de clomazone, previamente 
cultivados ou não com espécies florestais. Altura da planta sorgo cultivada em solo sem 
clomazone (Testemunha) (Alt Test), altura da planta sorgo cultivada em solo com clomazone 
(Alt. Clom), massa seca da planta sorgo cultivada em solo sem clomazone (Testemunha) 
(MS.Test), massa seca da planta sorgo cultivada em solo com clomazone (MS.Clom) e notas 
de fitotoxidade da planta sorgo cultivadas em solo com resíduo de clomazone (Int) 
Solo Cultivado com: Alt. Test Alt. Clom MS. Test MS. Clom Int 
Inga marginata 4,88 A b 5,16 A b 0,68 A a 0,49 A a 25 
Handroanthus serratifolius 6,63 A a 6,05 A a 1,07 A a 0,91 A a 27 
Jacaranda puberula 4,64 A b 2,11 B d 1,20 A a 0,77 A a 95 
Cedrela fissilis 4,75 A b 3,54 A c 0,82 A a 1,07 A a 90 
Calophyllum brasiliense  4,79 A b 3,98 A c 1,11 A a 1,00 A a 80 
Psidium myrsimoides 5,21 A b 3,65 B c 0,88 A a 0,76 A a 95 
Tibouchina granulosa 6,81 A a 5,09 B b 0,79 A a 1,08 A a 90 
Caesalpinia ferrea 5,44 A b 3,60 B c 0,86 A a 0,97 A a 85 
Caesalpinia pluviosa 5,23 A b 2,74 B d 0,93 A a 0,70 A a 95 
Terminalia argentea 5,71 A a 4,74 A b 0,77 A a 0,70 A a 90 
Schinopsis brasiliensis 4,90 A b 3,91 A c 1,04 A a 0,75 A a 87 
Schizolobium parahyba 5,25 A b 2,60 B d 0,89 A a 0,60 A a 83 
Vasos sem planta  5,83 A a 6,46 A a 0,43 A a 0,62 A a 100 
CV 18,91 39,35   
* Medias seguidas de mesma letra minúscula na coluna não diferem entre se pelo teste Scott knot a 5% de 
probabilidade e medias seguidas de mesma letra maiúscula na linha não diferem entre se pelo teste de F a 5% de 
probabilidade. 
pelas plantas de sorgo, que tiveram em média 21,6 % de redução, chegando a 35,6 % para o 
substrato previamente cultivado com J. puberula ( Tabela 3). Quanto à intoxicação provocada 
pelo produto às plantas de sorgo, verificou-se que o herbicida permanece em concentração 
suficiente no solo para ser absorvido pelas plantas e causar-lhes injúrias, os valores de 
sintomas variaram de 83% em solo cultivado com S. parahyba a 95 % em solo cultivado com 
as espécies J. puberula, P. myrsinoides e C. pluviosa, sendo tais valores considerados 
elevados, confirmando assim a ineficiência das espécies florestais na remediação do solo. No 
entanto os menores valores de intoxicação ao sorgo foi verificado em solo cultivado 
previamente com I. marginata ( 25%), acompanhado das menores perdas em altura de planta 
e massa seca total das plantas de sorgo ( Tabela 3).  
Para melhor compreensão dos efeitos do clomazone foi confeccionada curva de dose 
resposta para estimar a relação entre a quantidade de herbicida aplicada e a intensidade dos 
efeitos observados (KRUSE et al., 2006). A curva dose-resposta foi ajustada para 
porcentagens de controle visual em relação à testemunha.  
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A análise conjunta dos dados de porcentagem de intoxicação, obtidos a partir das 
plantas de sorgo cultivadas nas 10 diferentes doses de clomazone e em substratos diferentes 
(solo e areia), foi significativo (p<0,05). A partir dos gráficos pode-se observar a diferença de 
comportamento das curvas plotadas (Figura 4). A representação gráfica da equação para os 
dados de areia mostra que ela foi definida por uma hipérbole, uma vez que seu C50 foi 
definido em 0, 091 L ha-1 de clomazone, ou seja acima deste valor, para o substrato areia as 
plantas já apresentam alta intoxicação, tendo em vista que em areia o herbicida fica mais 
disponível para a planta (FIRMINO et al., 2008). Em relação ao substrato solo, a 
representação gráfica da equação revela uma curva em formato sigmoidal, onde o C50 foi 
determinado em 0,25 L ha-1, no entanto percebe-se que as plantas já apresentam sinais de 
intoxicação a partir de 0,2 L ha-1. A inclinação da porção central da curva (b=-14,2) indica 
que míninas variações na dose pode causar grandes variações no efeito (Figura 4). 
Considerando-se a relação de sorção em areia lavada igual a zero, verificou- se para esse solo 
uma relação sorção 1,74, expressando quantas vezes a concentração necessária para reduzir 
em 50% o crescimento da planta teste é sorvida pelo substrato, em relação ao obtido em areia 
lavada (SOUZA et al. 1996). Vale ressaltar que apesar de não ser objeto de estudo deste 
trabalho alterações na matéria orgânica, acidez, entre outros podem modificar sua dinâmica de 
sorção. 
 
Figura 4- Gráfico da curva de dose-resposta relativo ao bioensaio com a bioindicadora sorgo.  
 
A partir dos dados obtidos com as etapas de seleção de plantas e avaliação com sorgo 
indicador, a espécie I. marginata foi selecionada para estudo do Terminal Restriction 
Fragment Length Polymorphism (T-RFLP). Foram analisados os dados de riqueza de Unidade 
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Taxonômicas Operacionais (UTO’s), onde, para cada T-RF encontrado no perfil de uma 
comunidade, uma Unidade Taxonômica Operacional (UTO) foi considerada (Figura 5). Foi 
possível notar a presença de alguns T-RFs em um ambiente que não aparecem em outros, 
evidenciando a presença de algumas UTO’s exclusivas em cada ambiente. Tal observação 
indica que existe certa diferença estrutural entre os quatro ambientes estudados. É possível 
notar uma menor riqueza de UTO’s para o domínio Fungi em relação aos demais. Isso é 
devido a uma menor quantidade T-Rfs (ou picos detectados nos Eletroferogramas), 
evidenciando uma menor diversidade desses organismos nos ambientes estudados. O mesmo 
foi observado para Archaea em relação à Bacteria (Figura 5) concordando com Aller e Kemp 
(2008), estes já haviam observado que as comunidades de Archaea são menos diversas que as 
comunidades de Bacteria num mesmo ambiente. Contudo, foi observado que em SCCCI 
houve um aumento considerável no número de UTO’s detectados para o domínio Bacteria, 
representando acréscimo de 30% em média na riqueza. Além disso, nesta amostra, foi 
encontrado o maior número de UTO’s exclusivos.  
 
Figura 5- Riqueza de Unidades Taxonômicas Operacionais (UTO's) detectadas com as 
técnicas de T-RFLP. SSCSP- solo sem clomazone e sem planta; SSCCI- solo sem clomazone 
e cultivado com I.marginata; SCCCI- solo com clomazone e cultivado com I.marginata e 
SCCSP- solo com clomazone e sem planta. 
 
Os valores do índice de diversidade de Shannon revelaram maior diversidade em 
substrato SSCSP e SSCCI do que as calculadas para SCCCI e SCCSP. Essa diferença entre as 
amostras pode ser explicada pela presença do herbicida, uma vez que em áreas sem presença 
de resíduos mantém-se o padrão de diversidade encontrado no solo (TSAI et al., 2003) 
(Tabela 4). 
SSCSP SSCCI SCCCI SCCSP
26 25
23
21
26
23
33
1920
17
12
15
Número de UTO's Archaea Número de UTO's Bacteria Número de UTO's Fungi
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Tabela 4- Indice de Diversidade e medidas de Equitabilidade* ds amostras obtidas usando T-RFLP 
Amostras 
Archaea Bacteria Fungi 
Shannon(H') Pielou(J') Shannon(H') Pielou(J') Shannon(H') Pielou(J') 
Solo sem herbicida, sem planta  3,14 0,96 3,05 0,94 2,86 0,94 
Solo sem herbicida, com Inga 3,09 0,96 2,96 0,94 2,62 0,94 
Solo com clomazone ,  com Inga 3,10 0,99 3,32 0,95 2,06 0,95 
Solo com clomazone, sem planta  2,92 0,96 2,65 0,90 2,47 0,90 
*Índice de Pielou, quanto mais próximo de 1 maior é a eqüitabilidade da amostragem 
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Para indicar a proporção de indivíduos de cada uma das espécies presentes em uma 
comunidade em relação ao total de indivíduos da mesma, foi calculado o índice de Pielou (J’) 
(PIELOU, 2000). As amostras apresentaram um alto valor de equitabilidade, demonstrando 
robustez dos resultados (PIELOU, 2000) (Tabela 4). 
De modo geral, as análises de PCA realizadas com os dados de T-RFLP das 
comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi revelaram diferenças estruturais na composição 
dessas comunidades nos ambientes estudados, formando grupos definidos para cada amostra 
analisada (Figura 6), evidenciando a proximidade entre as amostras SSCSP e SSCCI 
confirmando os dados de riqueza, e demonstrando que estas apresentam características 
semelhantes. Fica evidente no gráfico de ordenação que as amostras apresentam estruturas 
diferentes, pois se agruparam de maneira distinta (Figura 6). Dessa forma, os dados 
corroboram a hipótese de que o efeito do resíduo de clomazone altera as comunidades 
microbianas presentes no solo indicando potencial efeito rizodegrador no processo de 
descontaminação. 
 
Figura 6- Análise de Componentes Principais (PCA) das comunidades microbianas dos solos 
estudados determinados por T-RFLP. A01- solo sem clomazone e sem planta (SSCSP); A02- 
solo sem clomazone e cultivado com I.marginata (SSCCI); A03- solo com clomazone e 
cultivado com I.marginata (SCCCI) e A04- solo com clomazone e sem planta (SCCSP). 
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4 CONCLUSÃO 
 
Os resultados obtidos permitem afirmar que Inga marginata Willd. apresentou 
eficiência no processo de remediação do solo contaminado com o herbicida clomazone. As 
análises de T-RFLP verificaram que a microbiota associada a sua rizosfera de Inga marginata 
Willd difere das amostras analisadas e, portanto, podem ter contribuído para o processo de 
degradação do contaminante. Doses acima 0,09 L ha-1 são consideradas elevadas para uso 
dessa técnica e promoverão efeito negativo aos sítios contaminados, necessitando de maior 
acuidade no manejo afim de se evitar contaminação.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
As espécies florestais sobreviveram a aplicação de clomazone, mesmo após a 3ª 
aplicação do herbicida, que totalizaria uma e meia da dose comercial 2 L ha-1. A maioria das 
espécies testadas obtiveram as variáveis de crescimento alteradas pela presença do herbicida 
no solo. No entanto Inga marginata, Caesalpinia ferrea e Schinopsis brasiliensis 
apresentaram maior tolerância ao herbicida em relação às análise de crescimento.  
As análises micromorfométricas revelaram alterações nas medidas dos tecidos foliares, 
mesmo antes do aparecimento de injúrias visíveis. Terminalia argentea, Schinopsis 
brasiliensis, Jacaranda puberula e Pisidium myrsinoides apresentaram maior sensibilidade a 
presença de clomazone no solo já em análises da primeira coleta de provas, demonstrando 
potencial para serem usadas como bioindicadoras da presença do herbicida no solo. Contudo 
mais uma vez Inga marginata, se destada por apresentar tolerância diferencial em relação às 
outras espécies testadas, acompanhada de Schizolobium parahiba e Handroanthus 
serratifolius. Estas mantiveram a integridade dos tecidos próxima as da testemunha mesmo 
em condição de estresse. Este fato torna imperativo mais estudos quanto ao mecanismo 
exercido por estas plantas para efetuar tal tolerância. Ressalta-se também a necessidade de 
monitoramento do herbicida quanto à lixiviação, com vistas à contaminação a organismos 
não-alvo.  
Não foi verificado, nas condições do experimento, fitorremediação do solo para a 
maioria das espécies testadas. No entanto, muitas apresentaram tolerância diferencial ao 
herbicida, podendo ser empregadas em programas de melhoramento genético para o estimulo 
de genes que podem dar start a característica biorremediadora. Contudo, plantas de sorgo 
tiveram crescimento normal quando cultivadas em solo onde antes havia Inga marginata.  
Os resultados obtidos permitem afirmar que Inga marginata apresentou eficiência no 
processo de remediação do solo contaminado com o herbicida clomazone. As análises de T-
RFLP verificaram que a microbiota associada a sua rizosfera difere das amostras analisadas e, 
portanto podem ter contribuído para o processo de degradação do contaminante. Contudo 
doses acima 0,09 L ha-1 são problemáticas para o ambiente, necessitando de maior acuidade 
no manejo afim de se evitar contaminação. 
Afirma-se ainda que a maioria das espécies florestais não foram eficientes no processo 
de biorremediação do solo nas condições em que foi conduzido o experimento, deixando em 
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aberto a questão tempo, pois este pode não ter sido suficiente para a retirada mas expressiva 
dos resíduos de clomazone do solo. 
